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O gás sulfídrico (H2S) é amplamente conhecido como um gás tóxico, uma vez que 
inibe a respiração aeróbica por competir com o oxigênio e se ligar fortemente a centros 
metálicos da citocromo C oxidase (Cox). O operon bigR (Biofilm-Associated Growth 
Repressor) descoberto em Xylella fastidiosa e conservado em Agrobacterium tumefaciens e 
outras fitobactérias associadas à solo e raízes, atua na detoxificação do H2S. O mecanismo 
de detoxificação de H2S mediado pelo operon bigR envolve a oxidação do H2S à sulfito. O 
operon bigR codifica o repressor BigR, a proteína bifuncional Blh que apresenta atividades 
de sulfotransferase (ST) e dioxigenase de enxofre (SDO), e um transportador de sulfito 
composto por três proteínas de membrana. Em estudos anteriores do grupo, verificou-se 
que a ligação do repressor BigR ao seu DNA alvo depende do estado redox das cisteínas 
conservadas C42 e C108, as quais, quando oxidadas na forma de ligação dissulfeto 
intracadeia altera a conformação do domínio helix-turn-helix do repressor, impedindo sua 
ligação ao DNA, ativando assim o operon. Porém, a natureza da molécula sinalizadora 
responsável pela oxidação de BigR permanecia desconhecida. Ainda, em estudos genéticos 
anteriores, verificou-se que a proteína Blh era necessária para a oxidação do H2S a sulfito e 
importante para manter o crescimento da bactéria em condições de hipóxia. Entretanto, o 
mecanismo bioquímico pelo qual Blh promove tais fenótipos não era conhecido. Aqui, 
demostramos que o próprio H2S é capaz de oxidar BigR e dissociá-lo do DNA, levando 
assim à ativação do operon. Dessa forma, BigR funciona como um sensor de sulfeto. Além 
disso, demonstramos que as atividades enzimáticas promovidas pelos domínios ST e SDO 
de Blh ocorrem de forma acoplada e dependente de glutationa reduzida, e que essas 
atividades se mostraram essenciais para manutenção da respiração aeróbica em condições 
de hipóxia. Tanto as atividades de ST e SDO de Blh produzem sulfito como produto de 
reação. Assim, sabendo-se que o íon sulfito é tóxico para plantas, estudamos o possível 
efeito do sulfito em folhas de citros infectadas por X. fastidiosa. Verificamos que sulfito 
causa clorose em folhas de citros e que plantas de laranja doce infectadas com X. fastidiosa 
apresentam maiores níveis de sulfito e de transcritos dos genes SiR (Sulfito redutase) e SO 
(sulfito oxidase) envolvidos na detoxificação do sulfito em plantas. Os dados sugerem, 
portanto, que plantas infectadas com X. fastidiosa, com sintomas da Clorose Variegada dos 
Citros (CVC), estão sob estresse de sulfito e que o sulfito produzido pela atividade do 







Hydrogen sulfide (H2S) is well recognized as a toxic gas due to its capacity to strongly 
compete with oxygen for the cytochrome c oxidase (Cox), thus blocking aerobic respiration in 
many organisms. The bigR operon (Biofilm-Associated Growth Repressor), originally 
described in Xylella fastidiosa and Agrobacterium tumefaciens, and found conserved in 
related phytobacteria associated with soil and roots, plays a central role in H2S detoxification. 
The mechanism by which H2S is eliminated by the bigR operon involves the oxidation of the 
sulfur atom of H2S into sulfite. The bigR operon encodes the BigR repressor, the bifunctional 
Blh that shows sulfurtransferase (ST) and sulfurdioxygenase (SDO) activities, and a sulfite 
transporter. In a previous study, it was shown that the binging of BigR to its target DNA 
depends on the redox status of its two cysteines C42 e C108, which, when oxidized into an 
intrachain disulfide bond, changes the conformation of the helix-turn-helix domains of the 
repressor, disrupting its interaction with DNA, thus activating the operon. However, the 
nature of the signaling molecule responsible for BigR oxidation remained elusive for many 
years. In addition, in previous genetic studies, it was found that the Blh protein was 
necessary for H2S oxidation and required for bacterial growth under hypoxia. Nevertheless, 
the biochemical mechanism by which Blh promotes such phenotypes was not known. Here, 
we show that H2S was capable of inducing the disulfide bond formation between C42 and 
C108 inactivating the repressor and activating do operon. These results thus show that BigR 
acts as a sulfide sensor. Moreover, we show that enzymatic activities displayed by the ST e 
SDO domains of Blh are coupled and dependent of reduced glutathione, and that these 
activities are essential to maintain aerobic respiration under hypoxia. We also found that both 
the ST e SDO reactions produce sulfite as a product. Thus, knowing that sulfite is toxic to 
plants, we investigated a possible effect of sulfite toxicity in citrus infected with X. fastidiosa 
showing typical Citrus Chlorosis Variegated (CVC) symptoms. We found that sulfite causes 
chlorosis in citrus leaves and that sweet orange plants infected with X. fastidiosa showed 
higher sulfite contents and higher levels of transcripts for the SiR (Sulfite reductase) and SO 
(sulfite oxidase) genes, which are involved in sulfite detoxification in plants. Our data thus 
suggest that plants infected with X. fastidiosa are under sulfite stress and that sulfite that is 
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Capítulo 1: Introdução 
 Xylella fastidiosa: características e infecção 
Xylella fastidiosa é uma bactéria gram-negativa fitopatogênica, capaz de 
infectar mais de 300 espécies de plantas (Hopkins, 1989). É classificada como 
bactéria limitada ao xilema (do inglês, XLB xilem limited bacterium) por crescer no 
interior dos vasos xilemáticos. Ao colonizar a planta hospedeira causa oclusão total 
ou parcial do xilema impedindo a passagem de água e nutrientes para as partes 
aéreas da planta (Hopkins, 1989). Por isso, os sintomas provocados pela Xylella 
foram, por muito tempo, confundidos com os observados em plantas com deficiência 
hídrica e nutricional (Kuhn, 2006).  
Nos citros, Xylella provoca a clorose variegada dos citros (CVC) doença 
caracterizada pelo aparecimento de manchas amareladas nas folhas e mau 
desenvolvimento dos frutos. Atualmente, considera-se que a formação do biofilme 
bacteriano, a dinâmica de agregação das células no interior dos elementos de vasos 
e sua dispersão e invasão de vasos xilemáticos adjacentes são os principais 
aspectos da patogenicidade de X. fastidiosa (Tarbah e Goodman, 1987; Chatterjee 
et al., 2008a; Chatterjee et al., 2008b).  
A X. fastidiosa é transmitida de planta à planta ou de ramo a ramo por inseto 
vetor conhecido como cigarrinha que se alimentam do xilema e apresentam aparelho 
bucal especializado para a sucção da seiva bruta (Hill, Purcell, 1997). Por essa 
razão, a disseminação da bactéria é muito facilitada tornando-se um dos principais 
problemas à erradicação da CVC. As principais estratégias de controle da doença 
envolvem proteção das plântulas do inseto vetor com a ajuda de estufas e outras 
profilaxias (FUNDECITRUS, 2014). 
No fim da década de 1990, devido aos danos às plantações a X. fastidiosa 
tornou-se alvo de pesquisas que culminaram com a publicação do seu genoma, o 
primeiro de um fitopatógeno. O genoma de X. fastidiosa foi um grande passo para o 
entendimento da biologia da bactéria e representou um ponto de partida para 
diversas abordagens funcionais (Simpson et al, 2000). 
Porém, apesar da FUNDECITRUS em parceria com a FAPESP anunciarem o 




ainda encontram-se infectadas pela bactéria (Elton Alisson – Agência FPESP, 2016). 
Além disso, recentemente foi lançado um alerta para o uso de medidas de controle 
da doença que está causando prejuízos às plantações de oliveira na região de 
Apulia (Itália) (Almeida, 2016).  
Como se pode perceber, a Xylella apesar de controlada no Brasil, ainda 
constitui uma ameaça ás plantações e estudos a respeito da biologia desse 
patógeno podem contribuir para o desenvolvimento de novas tecnologias visando a 
erradicação ou cura da doença após a infecção. Ainda hoje, não há cura para as 
doenças causadas por espécies de Xylella, sendo que uma das medidas mais 
eficazes de controle dessas doenças é a eliminação das plantas doentes, o que 
acarreta perdas ao agricultor.   
 
Papel do operon bigR de X. fastidiosa na detoxificação do gás sulfídrico  
 O operon bigR (Biofilm Associated Repressor) foi identificado pela primeira vez 
na cepa 9a5c de X. fastidiosa e estava anotado dentre as sequencias de função 
desconhecida do genoma publicado por Simpson e colaboradores (2000). O operon 
é composto por cinco genes que codificam o repressor do próprio operon (a proteína 
BigR), três proteínas de membrana (mp1-3) e uma enzima com dois domínios 
funcionais o DUF442 e beta-lactamase que foi denominada Blh (β-lactamase-like 
hydrolase) (Barbosa e Benedetti, 2007). Além disso, o operon encontra-se 
conservado em Agrobacterium tumefaciens e outras bactérias fitopatogênicas e 




















Figura 1: Disposição dos genes do operon bigR em X. fastidiosa (Xf), A. 
tumefaciens (At) e bactérias associadas a planta, incluindo Sinorhizobium meliloti 
(Sm), Mesorhizobium loti (Ml), Chromobacterium violaceum (Cv) e Nitrosomonas 
europaea (Ne). Setas conectadas representam ORFs do operon; cores semelhantes 
representam ortólogos. Os domínios DUF442 e ETHE1 de Blh estão indicados pela 
região hachurada e branca da ORF, respectivamente. Números sobre as setas 
indicam a % de identidade entre as respectivas ORFs com as de X. fastidiosa. 
Retirado de Barbosa e Benedetti, 2007. 
 
A ativação do operon bigR ocorre majoritariamente na condição de biofilme e 
apesar de as análises de sequência iniciais indicarem que o operon teria função 
relacionada à resistência à antibióticos ou à metais, Barbosa e Benedetti (2007) 
demostraram que o mesmo não contribui para tais funções. Estudos estruturais e 
funcionais com o repressor bigR evidenciaram tratar-se de um sensor redox e não 
um sensor à metais como se imaginava (Barbosa e Benedetti, 2007). 
Posteriormente, foi demonstrado que a expressão em biofilme teria relação com a 
função protetora que o operon confere às bactérias sob condições de hipóxia 
(Guimarães et al., 2011). Assim, a presença do operon bigR é essencial para 
sobrevivência das bactérias em baixas tensões de oxigênio (Figura 2) (Guimarães et 
al., 2011), situação comum no interior dos vasos do xilema e raízes (20-60 μmol L-1) 
sobretudo quando se forma o biofilme (Shriner e Andersen, 2014). 
A proteção à respiração aeróbica ocorre através da atividade enzimática da 
proteína Blh cujos domínios estariam envolvidos com o metabolismo de enxofre. O 




dioxigenase de enxofre (SDO) humana denominada ETHE1 (Ethylmalonic 
encephalopathy protein 1). A ETHE1 está envolvida na detoxificação de gás 
sulfídrico (H2S) em mitocôndria, e mutações que levam a perda desta função 
causam a encefalopatia etilmalônica humana, letal em recém-nascidos (Tiranti e 
colaboradores, 2009). O H2S é tóxico à respiração aeróbica por inibir a citocromo c 











Figura 2: Mutantes de A. tumefaciens com o operon expresso constitutivamente 
(bigR-), sem o operon funcional (blh-) e selvagem (wt) crescendo em atmosfera de 
oxigênio (esquerda) e em atmosfera de nitrogênio (direita). Pode-se observar que os 
mutantes sem o operon funcional (blh-) não crescem em baixa tensão de oxigênio 
(Guimarães et al., 2011). 
 
Com base nisso, Guimarães e colaboradores (2011) mostraram que quando a 
proteína Blh é expressa de forma constitutiva ocorre pouco ou quase nenhum 
acúmulo de H2S nas células comparado aos mutantes sem a proteína (Figura 3a). 
Além disso, a oxidação do H2S através da atividade SDO produz sulfito que foi 
identificado no meio de crescimento das bactérias expressando a proteína Blh em 
comparação aos mutantes sem a proteína (Figura 3b). O sulfito é secretado para o 
meio extracelular por meio de um transportador de membrana contendo uma 




2011), envolvidos no transporte de compostos sulfurados em Serratia sp (Gristwood 










Figura 3: a) mutantes de A. tumefaciens crescidos no meio BiGGY Agar, indicador 
de produção de gás sulfídrico, através do precipitado escuro formado pelo sal de 
bismuto com H2S. Pode-se perceber maior acúmulo de gás sulfídrico quando o 
operon bigR está inativo (mutante blh-), quando comparado ao operon com 
expressão constitutiva (mutante bigR-) e na bactéria selvagem (wt). Em b, fitas 
indicadoras da produção de sulfito, demonstrando maior acúmulo deste íon no 
filtrado do meio de crescimento dos mutantes bigR-, indicando que o sulfeto de 
hidrogênio é oxidado à sulfito de maneira dependente de Blh e que sulfito é 
secretado pela bactéria. 
 
Semelhante a BigR, Serratia sp. apresenta um operon (pigP), ligado à 
produção de prodigiosina, que contém três proteínas de membrana (pmpABC) 
sendo uma delas com domínio TauE (Gristwood et al., 2011). Além disso, ensaios 
de interação de duplo híbrido de leveduras com as proteínas do operon mostraram 

















Figura 4: Modelo de interação entre as proteínas mp1-3 do operon bigR com base 
nos ensaios de duplo híbrido de leveduras (Lira, 2013, dissertação de mestrado). 
TauE-like protein = mp3 que apresenta domínio TauE; YedE-like protein 1 e 2 = mp1 
e mp2 semelhantes ao transportador de compostos sulfurados de Serratia sp. 
 
Dessa forma, Guimarães e colaboradores (2011) sugeriram que a proteína 
Blh teria atividade SDO capaz de oxidar o H2S à sulfito que é exportado para o meio 
extracelular. Embora os mecanismos de catálise e a função do domínio N-terminal 
ainda não estivessem esclarecidos, a via de detoxificação do H2S se mostra bem 
conservada entre os organismos aeróbios e se dá através de duas reações 
principais envolvendo uma SDO e uma ST dependentes de glutationa (Figura 5) 
(Xia et al., 2017; Hildebrandt & Grieshaber 2008). Porém, o produto final e a primeira 
etapa de oxidação varia de um sistema para outro (Guimarães e colaboradores, 
2011; Hildebrandt & Grieshaber 2008; Lagoutte et al., 2010; Zhang et al., 2013; 
Luebke et al., 2014 Luebke et al., 2014).  
A via de detoxificação de H2S foi primeiramente identificada em mitocôndria e 
descrita por Hildebrandt & Grieshaber (2008) no anelídeo marinho Arenicola marine, 
verme que habita túneis de areia submersa. Em A. marine e demais eucariotos, a 
primeira etapa do processo de detoxificação é a oxidação do H2S pela quinona 
sulfeto redutase (SQR) que funciona como doadora de persulfetos para a GSH e 
cisteínas livres (Figura 5). (Hildebrandt & Grieshaber 2008).  
Esta via localiza-se próxima a cadeia transportadora de elétrons e alguns 
autores a colocam como a primeira via descrita em eucariotos onde a oxidação de 




elétrons (Lagoutte et al., 2010; Zhang et al., 2013; Szabo et al, 2013). Neste 
processo, a SQR é capaz de doar dois elétrons à quinona (Q) (Lagoutte et al., 2010; 
Szabo et al, 2013). O funcionamento desta via também é dependente da 
concentração de O2 (Szabo et al, 2013).  
 
Figura 5: Mecanismo modelo para detoxificação de gás sulfídrico em 
mitocôndria. Neste modelo proposto por Hildebrandt & Grieshaber (2008) primeiro 
ocorre a captura do gás sulfídrico pela sulfeto quinona redutase (SQR) que é 
sulfetada em seu resíduo cisteinil (1). Em seguida a SQR funciona como doadora de 
enxofre para a dioxigenase de enxofre (sulfur dioxygenase – SDO) que juntamente 
com a água e oxigênio molecular forma o ácido sulfuroso (H2SO3) (2) e em seguida 
a transferase de enxofre (sulfur transferase – ST) adiciona um enxofre também 
obtido da SQR formando tiossulfato que não é tóxico para a mitocôndria (3). Figura 
modificada de Hildebrandt & Grieshaber (2008) 
 
O aceptor final de elétrons da cadeia transportadora, em X. fastidiosa, 
corresponde à uma citocromo bo3 ubiquinol oxidase (Cyob) semelhante a de E. coli. 
Este tipo de citocromo tem uma afinidade menor pelo oxigênio comparada ao 
também expresso em E. coli citocromo d (Cyd) (Cotter et al., 1990; Lai Lai et al., 
2010). Cyob é a variante expressa quando a bactéria cresce em abundância de 
oxigênio enquanto a variante Cyob é mais expressa em baixas tensões de oxigênio 







fastidiosa apontam para existência de um sistema alternativo de oxidação que 
independe de oxigênio e que este sistema provavelmente envolva enxofre como 
aceptor (Bhattacharyya et al., 2002). Além disso, foi publicado recentemente um 
trabalho que sugere que X. fastidiosa seja uma aeróbia facultativa, porém estes 
dados não foram confirmados por estudos subsequentes (Shriner e Andersen, 
2014). 
Até o momento, não há evidências de que haja uma atividade SQR no operon 
bigR ou que uma proteína com essa atividade contribua para a cadeia 
transportadores de elétrons pois essas proteínas não são identificadas nos genomas 
de Xylella por identidade de sequência às SQR já caracterizadas em outros 
organismos (Guimarães et al., 2011).  
 
A proteína Blh é composta por dois domínios funcionais que oxidam o sulfeto 
de hidrogênio a sulfito  
Como descrito anteriormente, o domínio C-terminal da proteína Blh é 
semelhante à SDO humana ETHE1 (Guimarães et al., 2011). A proteína ETHE1 de 
mitocôndria converte persulfeto de glutationa (GSSH), oxigênio molecular (O2) e 
água em sulfito e glutationa reduzida (GSH) (Tiranti et al, 2009). Além da ETHE1, o 
domínio SDO apresenta semelhança com outras SDOs posteriormente 
caracterizadas (Holdorf et al, 2012; Sattler et al, 2013). O domínio N-terminal 
(DUF442) está anotado como pertencente à família das rodanases que são 
sulfotransferases envolvidas na detoxificação de cianeto (Guimarães et al., 2011). A 
atividade rodanase é caracterizada pela capacidade de transferir um enxofre do 
tiossulfato para o cianeto formando tiocianato e sulfito (Sorbo 1955).  
Dando continuidade às descobertas de Guimarães e colaboradores (2011), as 
atividades SDO e ST foram confirmadas e caracterizadas in vitro através da 
expressão heteróloga dos domínios separados e da Blh inteira em E. coli (Lira, 2013, 
dissertação de Mestrado). Os ensaios de atividade com os domínios purificados 
foram feitos como descritos anteriormente para ETHE1 (Tiranti e colaboradores, 
2009; Hildebrandt e Grieshaber; 2008; Zangh et al., 2013) e para a rodanase (Sorbo, 
1955). O ensaio para a atividade SDO da Blh foi realizado em oxígrafo onde foi 




GSSH é formado pela adição de solução enxofre em acetona à mistura de reação 
contendo GSH (Lira, 2013, dissertação de Mestrado). Além disso, as SDOs 
apresentam de dois a três sítios de metal em suas estruturas e estes metais podem 
ser geralmente ferro, cobre magnésio ou zinco (Liu et al., 2016). A ETHE1 humana 
utiliza o ferro (Tiranti e colaboradores, 2009) enquanto a de Arabidopsis thaliana 
utiliza o zinco (Holdorf et al, 2012), ambas apresentam similaridade ao domínio SDO 
de Blh (Guimarães et al., 2011). Para identificar o metal envolvido na catálise do 
SDO foi feito ensaio de fluorescência de raios-X que demonstrou que o metal ligado 
à estrutura da SDO do operon é o ferro (Lira et al., 2018). 
O domínio N-terminal apresenta a atividade rodanase, porém, apesar do 
ensaio com cianeto e tiossulfato ser universal para identificação não só das 
rodanases, mas das STs em geral, estas proteínas in vivo podem não estar 
diretamente envolvidas com a detoxificação de cianeto (Smith & Urbanska, 1986). 
Como não se achou evidências diretas de que o operon bigR esteja envolvido na 
detoxificação de cianeto, considera-se que o mesmo seja importante para a 
detoxificação de outras espécies tóxicas de enxofre (Guimarães e colaboradores, 
2011).  
Em humanos e leveduras, foi reportado que a ST mitocondrial, envolvida na 
detoxificação de gás sulfídrico, pode fornecer o substrato para a SDO num sistema 
acoplado e autorregulado (Figura 6). A ST tem, nesse caso, atividade 
tiossulfato:glutationa sulfotransferase (TST) (Melideo et al., 2015). A atividade TST e 




















Figura 6: Modelo de acoplamento e autorregularão proposto para o sistema de 
detoxificação de gás sulfídrico em humanos e leveduras. Neste modelo a sulfeto 
quinona oxidoredutase (SQOR) captura o radical HS-1 vindo do H2S formando 
tiossulfato (SSO3
-2) e sulfito (SO3
-2) (1). Em seguida a tiossulfato:glutationa 
sulfotransferase transfere um enxofre do tiossulfato formado para a glutationa (GS-) 
formando a glutationa persulfeto (GSS-) (2). O SO3
-2 gerado nesta etapa volta para a 
alimentar a reação (1) realizada pela SQOR. Enquanto o GSS- na presença de 
oxigênio (O2) serve de substrato para a dioxigenase de enxofre (SDO) restituindo a 
GS
-
 e formando SO3
-2
 (3). O SO3
-2 
pode voltar a reação (1) da SQOR ou ser convertido à sulfato (SO4
-
2
). Retirado de Melideo et al., 2015.  
 
O repressor BigR e sua regulação  
O repressor BigR é um dímero da família ArsR/SmtB de repressores 
transcricionais caracterizados pelo domínio “winged-helix-turn-helix” (WHTH) de 
ligação ao DNA. BigR se liga às regiões -10 regulatórias do promotor do operon 
impedindo a transcrição gênica (Barbosa e Benedetti, 2007). Descartada a hipótese 
de o repressor ser um sensor de metais, estudos com a estrutura cristalográfica da 
proteína BigR mostraram que a ligação ao DNA depende do estado de oxidação 
dois resíduos conservados de cisteínas (C42 e C108) (Barbosa e Benedetti, 2007).  
Quando oxidadas, estas cisteínas formam uma ligação dissulfeto intracadeia 
que causa uma mudança conformacional na estrutura do domínio WHTH, fazendo 




estado reduzido (sem ligação dissulfeto), o repressor liga-se fortemente ao DNA. 













Figura 7: Estrutura dimérica do repressor BigR e evidências do seu 
comportamento como sensor redox. Em a, estrutura tridimensional do dímero 
evidenciando em vermelho, a forma reduzida e funcional; em azul, a forma oxidada, 
mais alongada, não funcional. Acima estão evidenciados os valores de distância (em 
Angstrons) entre as hélices de ligação ao DNA em cada estado redox. A hipótese é 
que em seu estado aberto (oxidado) há perda do contado entre os domínios WHTH 
e a fenda maior do DNA. Em b, a sobreposição das formas reduzida (vermelho) e 
oxidada (azul). Na estrutura reduzida não ocorre ligação dissulfeto intracadeia entre 
os resíduos C42 e C108 de cada monômero. Na estrutura oxidada ocorre a ligação 
entre os resíduos C42 e C108 de cada monômero causando a abertura da estrutura 
do dímero de 31.2 para 34.8 Å. Essa abertura causa a perda da interação proteína-
DNA que pode ser observada em c. Em c, está representado ensaio de gel shift que 
verifica a formação do complexo DNA-proteína em gel de acrilamida através do 
retardamento na migração da sonda de DNA marcada quando esta encontra-se 
ligada à proteína. Assim, pode-se perceber que a proteína permance ligada á sonda 
na sua forma reduzida (S-H) e solta da sonda na sua forma oxidada (S-S). Quando é 
adicionado o agente redutor tris(2-carboxietil)fosfine (TCEP) a proteína volta a se 






Por muito tempo, o mecanismo ou sinal celular responsável por oxidar o 
repressor BigR permaneceu um mistério. Uma hipótese levantada seria que a 
oxidação do enxofre das cisteínas de BigR em cisteinil-ácido sulfênico poderia servir 
de intermediário da ligação de dissulfeto, como já demonstrado em outras proteínas 
(Chng et al., 2012; Paulsen e Carrol, 2013). Essa hipótese se baseia no fato de que 
esse tipo de modificação foi observado numa das cisteínas regulatórias do repressor 
HlyU de Vibrio cholerae (Mukherjee et al., 2014), homólogo de BigR. 
A sulfenilação de cisteínas ocorre in vivo pela ação de agentes oxidantes 
como o peróxido de hidrogênio (H2O2). H2O2 é um oxidante comum em células sob 
estresse e sua interação com cisteínas promove a formação do ácido sulfênico 
seguida da formação da ligação dissulfeto (Paulsen e Carrol, 2013). Por ser uma 
molécula relativamente pequena, H2O2 foi considerado um dos candidatos à 
interação com o repressor BigR, uma vez que as cisteínas passíveis à sulfenilação 
(C42 e C108) encontram-se pouco expostas ao solvente na forma reduzida do 
repressor (Guimarães et al. 2011). 
Além da sulfenilação outras formas de sinalização utilizando cisteínas reativas 
foram descritas, dentre elas estão a glutationilação, sulfidratação ou persulfetação, 
tiolação e nitrosação (Tajima et al., 2009; Klomsiri et al., 2011; Grek et al., 2013; 
Filipovic et al., 2015). Estas modificações em cisteínas são agrupadas como 
modificações pós-traducionais oxidativas (Filipovic, 2015).  
A glutationilação corresponde à ligação reversível de GSH aos resíduos de 
cisteína (Grek et al., 2013). Esta modificação regula processos como a ativação do 
fator de transcrição HIF-1 (Hypoxia inducible factor 1) envolvido com resposta á 
hipóxia em humanos (Tajima et al., 2009). Além disso, pode ocorrer também como 
um mecanismo de proteção contra oxidações irreversíveis em situação de estresse 
oxidativo (Grek et al., 2013). A glutationilação é o tipo mais bem estudado de 
tiolação que corresponde a ligação de tióis de baixo peso molecular à resíduos de 
cisteína (Van Loi et al., 2015).  
A persulfetação ou sulfidratação consiste na adição de dissulfetos ou 
persulfetos aos resíduos de cisteína. Esta modificação pode ser mediada pela 




e restituindo a GSH, este mecanismo é o comumente associado ao H2S (Filipovic et 
al., 2015).  
 
H2S: da toxicidade à sinalização  
O H2S é conhecido por seus efeitos tóxicos resultantes da interação com a 
Cox e bloqueio da cadeia transportadora de elétrons (Jiang et al., 2016). Porém, o 
H2S é produzido nas células vivas e é a molécula central do metabolismo de enxofre 
(Kimura, 2014). Além disso, o gás sulfídrico participa de funções essenciais no 
metabolismo de mamíferos como sinalizador, neurotransmissor, mediador dos níveis 
de glutationa, interage com ligação dissulfeto de proteínas, atua na ciclagem de 
proteínas com centro ferro-enxofre e produção de lipídeos (Stein & Baley, 2013, 
Kimura, 2014; Filipovic et al., 2015). De forma semelhante ao que se constatou 
sobre o papel do óxido nítrico (NO) e o dióxido de carbono (CO), gases tóxicos com 
importantes funções biológicas nos organismos, o gás sulfídrico é considerado hoje 
uma importante molécula sinalizadora e gasotransmissor de respostas fisiológicas 
em mamíferos (Filipovic et al., 2015). 
Porém, mesmo sendo produzido pelo metabolismo celular normal, há uma 
concentração ótima na célula para esta molécula (Filipovic et al., 2015). Diversos 
trabalhos têm sido publicados com o H2S, onde a presença do gás desencadeia vias 
de sinalização celulares envolvendo modificações de cisteínas (Fu et al., 2012; 
Greiner et al., 2013; Kimura, 2014; Luebke et al., 2014; Filipovic et al., 2015; Bindu e 
Snyder, 2015; Shimizu et al, 2017). Porém, faltava o elo entre a natureza 
eletroquímica do gás que o classifica como um agente redutor e a modificação pós-
traducional observada que necessitaria de um agente oxidante (Greiner et al., 2013).  
Estudos sobre a dissociação do H2S que é altamente solúvel em água 
demonstraram que na presença de oxigênio ocorre a formação de enxofre elementar 
(S0) que em solução geram hidrossulfetos e polissulfetos (Greiner et al., 2013). Estas 
espécies são reativas e capazes de interagir com cisteínas livres. A interação dos 
polissulfetos fator de transcrição foi documentada para o repressor CstR de 
Staphylococcus aureus (Luebke et al., 2014) e leveduras (Melideo et al., 2015) que 
apresentam sistemas de oxidação do H2S bastantes semelhantes ao operon bigR. A 




cisteínas causadas pelo H2S e são resultantes da adição de hidrossulfetos (-SH) e 
polissulfetos (-SnSH) os quais podem promover a formação de ligação dissulfeto 
(Greiner et al., 2013; Bindu e Snyder, 2015)  
 
Toxicidade do sulfito em plantas 
Ambas as atividades enzimáticas desempenhadas pelo operon bigR 
convergem para a produção de sulfito (Guimarães et al., 2011). Este sulfito é 
secretado para o meio extracelular que, nas condições de crescimento da Xylella na 
planta, corresponde ao interior dos vasos xilemáticos (Guimarães et al., 2011). Ainda 
não foi verificado se o sulfito produzido pelo operon é suficiente para ativar vias de 
defesa nas plantas ou se de alguma maneira a planta hospedeira responde ao 
excesso de sulfito gerado pelas bactérias.  
Yarmolinsk e colaboradores (2013) demonstraram que o sulfito em excesso 
causa sintomas em plantas. Esses sintomas são gerados pelo acúmulo de sulfito ou 
ausência da proteína sulfito redutase (SiR), proteína de plantas que converte sulfito 
em sulfeto de hidrogênio. Esta proteína compete com outras duas proteínas de 
planta pelo sulfito são elas: sulfito oxidase (SO), uma molibideno-enzima do 
peroxissomo e a UDP-sulfoquinosovil sintase que sintetiza sulfolipídeos em plantas. 
Todas essas enzimas atuam na assimilação de enxofre na planta, porém, a SiR é 
expressa em maiores níveis como resposta à altas concentrações de sulfito agindo 
como proteína detoxificadora principal (Khan et al, 2010). Ao injetar sulfito em 
mutantes de A. thaliana sem o gene SiR, Yarmolinsk e colaboradores (2013), 
observaram que o excesso desse íon provoca sintomas característicos nas folhas 
das plantas como a murcha e a necrose que são também observados em plantas 
infectadas com X. fastidiosa. 
Em 2012, Xia e colaboradores publicaram um estudo utilizando plantas 
transgênicas de tabaco portando o gene SO de milho (ZmSO) onde foi observada 
expressão diferencial deste gene em resposta ao acúmulo de sulfito. Os autores 
ainda observaram que a superexpressão do gene SO elevou à tolerância das 
plantas ao acúmulo de sulfito. Este estudo demonstrou também haver relação entre 
a maior expressão de ZmSO e aumento da atividade catalase. Isso foi apontado 




presença de sulfito. Diante do exposto, fez-se necessário investigar se a possível 
secreção de sulfito pelas células de Xylella na planta poderia ter um papel na 
evolução dos sintomas da CVC ou na expressão dos genes SiR e SO de citros. 
 
Busca de inibidores para o domínio SDO da proteína Blh 
 Com base no exposto acima, percebe-se a importância do operon bigR para 
a sobrevivência dos organismos que o possui. As atividades ST e SDO estão 
presentes desde os organismos mais simples como bactérias até os mais complexos 
como o homem. Porém, foram identificados três subgrupos distintos de SDOs 
apenas entre as proteobactérias e cianobactérias (Lui et al., 2014). Essa diversidade 
fornece subsídios para o desenvolvimento de inibidores que poderiam ser utilizados 
no controle do crescimento de bactérias de forma específica. Por outro lado, a SDO 
de bactérias patogênicas humanas como a Burkholderia pseudomallei apresenta 
54% de identidade com a de Xylella e poderiam funcionar como possíveis alvos para 
o desenho de inibidores. Assim, pode-se pensar na busca por moléculas que atuem 
na inibição da atividade SDO nestes organismos de forma seletiva e específica.  
Uma maneira eficiente de testar a ação de um grande número de moléculas 
na atividade de uma proteína é através de ensaios high throughput screening (HTS). 
Tais ensaios possibilitam a triagem de compostos químicos em larga escala, 
voltados a diferentes aplicações (Inglese et al, 2007). As moléculas a serem 
testadas são agrupadas em bibliotecas que possuem características em comum 
como tamanho e grupo químico. A etapa mais crucial para a realização do HTS é a 
escolha e adequação do ensaio enzimático para a plataforma a ser utilizada 
(Inversen, 2004). Existem diversos tipos de ensaios para os mais diversos tipos de 
proteínas (Inversen, 2004). Para a atividade SDO foi documentado o uso de sondas 
fluorescentes para detecção do consumo de oxigênio (Zhdanov et al, 2012). Outra 
abordagem possível é o uso ensaios de estabilidade térmica (Thermal Shift - TS) 
(Maxwell et al, 2006), ou desenho de compostos com base no modelo estrutural da 
proteína. Porém, tais ensaios precisam ser testados até que estejam funcionando de 





Objetivos e Justificativa  
Dada a importância do operon bigR na sobrevivência das bactérias como X. 
fastidiosa e A. tumefaciens, entender qual ou quais sinais moleculares são 
responsáveis pela sua ativação, funcionamento, e implicações na respiração 
bacteriana e interações com a planta hospedeira podem trazer um novo 
entendimento da biologia desses fitopatógenos. Para tanto, esse trabalho teve como 
principais objetivos identificar sinais moleculares que levam à oxidação da proteína 
BigR e ativação do operon, caracterizar as atividades enzimáticas da proteína Blh e 
seu impacto na respiração bacteriana. Além disso, este trabalho procurou avaliar se 
a planta hospedeira responde à presença do sulfito gerado pela atividade do operon 
bigR. Por fim, iniciamos buscas por inibidores da atividade SDO de Blh como forma 
de avançar em novas estratégias para o controle da CVC. 
 
Objetivos específicos:  
 Identificar moléculas capazes de causar modificações pós-traducionais nas 
cisteínas 42 e 108 de BigR, dentre elas o próprio H2S, e testar seus efeitos na 
interação DNA-proteína; 
 Identificar moléculas capazes de ativar o operon in vivo utilizando mutantes 
de A. tumefaciens expressando o gene repórter EGFP;  
 Verificar se o domínio ST de Blh apresenta atividade TST e se esta atividade 
fornece o substrato do domínio SDO caracterizando o acoplamento entre as 
atividades enzimáticas desses domínios; 
 Verificar a toxicidade do sulfito em folhas de citros e medir sua concentração 
em folhas de citros infectadas e não infectadas com X. fastidiosa.  
 Verificar se os genes SiR e SO são ativados em plantas infectadas com X. 
fastidiosa em relação às não infectadas. 
 Estabelecer um ensaio de atividade SDO que permita testar bibliotecas de 
compostos para identificação de inibidores;  
 Identificar parceiros de interação entre as proteínas do operon e as 
subunidades da Cyob de X. fastidiosa e avaliar se a presença do operon traz 






Capítulo 2: Metodologia 
Expressão e purificação da proteína BigR 
 Foram inoculados 3 mL de meio LB/canamicina (Luria-Bertani com 50 µg/mL 
de canamicina) com Escherichia coli BL21 pLisE contendo o plasmídeo pET28, para 
a expressação da proteína BigR (14 KDa) com cauda de histidina (His-tag). O 
inóculo foi crescido por 16h à 37°C e em seguida 1 mL da cultura foi inoculado em 1 
L de maio LB/canamicina. Após atingir a OD600= 0,8 a cultura foi induzida com 0,4 
µM de IPTG (Isopropil β-D-1-tiogalactopiranosida) por 3 h à 30°C. Após a indução, 
as células foram recuperadas por centrifugação (5000 rpm por 10 min) e o pellet foi 
ressuspendido em 30 mL de tampão A (50mM de Tris-HCl pH 7,5, 200 mM NaCl, 
10% de glicerol). À suspensão foram adicionados 300 µL de lisozima (10 mg/mL) e 
após 20 min à temperatura ambiente, o lisado foi clarificado em sonicador com 
pulsos de 20 s com 40% de amplitude, intervalos de 1 min, por cerca de 20 min no 
gelo. A proteína solúvel foi recuperada por centrifugação (18 000 rpm, por 1h, à 
4°C). O sobrenadante ou fração solúvel foi passado por gravidade à 1 mL da resina 
Talon (Ge Healthcare) para purificação por afinidade. A resina foi previamente 
equilibrada com o tampão A seguindo as especificações do fabricante. A proteína 
purificada foi eluída com o 5 mL de tampão B (50 mM de Tris-HCl pH 7,5, 200 mM 
NaCl, 10% de glicerol, 200 mM de imidazol) em frações de 1 mL. 
 
Produção e detecção de polissulfetos  
A solução de polissulfetos foi preparada de acordo com Kleinjan e 
colaboradores (2004) onde 0,1 g de enxofre foi adicionado em 1 mL de tampão 
fosfato pH 8,0 contendo sulfeto de amônio (60 mM). Esta mistura foi incubada em 
termo bloco à 50ºC por 16 h. A este ponto, a solução tornou-se amarela e foi lida em 
nanodrop à 350nm para verificação da presença de polissulfetos. 
 
Verificação da presença de sulfetos em solução de enxofre em acetona 
Foi preparada solução saturada de enxofre em acetona (aproximadamente 20 




com solução aquosa de hidróxido de potássio (Wartelle e Sauvage, 2004). O pH foi 
aferido com fitas indicadoras. Para comprovar a presença de sulfetos de hidrogênio 
foi utilizado citrato de bismuto que reage com o sulfeto de hidrogênio resultando num 
precipitado escuro. O citrato de bismuto foi adicionado na solução aquosa de 
enxofre alcalinizada com hidróxido de potássio. Os controles foram feitos com 
acetona e hidróxido de potássio e sem enxofre para a solução de polissulfetos e 
para o ensaio com bismuto foi utilizado solução aquosa de bismuto com hidróxido de 
potássio. Os tubos foram fotografados após dez minutos. A detecção de GSSH na 
reação entre a solução de enxofre em acetona e GSH foi realizada em 
espectrômetro de massas Acquity da Waters pelo pesquisador Rafael de Felicio do 
LNBio/CNPEM. 
 
Detecção de modificações nas cisteínas 42 e 108 da proteína BigR  
Para espectrometria de massas 50 µg de proteína BigR em 10 µL de tampão 
fosfato-salino (5XPBS) (685 mM NaCl, 50 mM Fosfato, 13,5 mM KCl, e um pH de 
7.4) 10 µL de solução de GSH (glutationa reduzida) ou GSSG (glutationa oxidada) 
em tampão PBS 1x pH 7,4 para a concentração final de 8 e 1 mM respectivamente e 
20 µL de água Milli-Q estéril reagiram por 20 min. A mesma mistura foi preparada 
para o peróxido de hidrogênio (5 mM) conforme descrito por Klomsiri e 
colaboradores (2013). Após os 20min, foram adicionados 5 mM de dimedona 
(Sigma) em DMSO (Diiodotreitol). As mesmas amostras foram preparadas 
adicionando-se a dimedona antes do H2O2 ou GSH. Assim, as amostras com 
dimedona adicionada antes do ligante podem mostrar se havia ácido sulfênico na 
proteína independente da adição do peróxido de hidrogênio ou GSH. Após adição da 
dimedona foi adicionado 1 mM de DTT (diiodotrietol). Foram preparadas também 
amostras sem DTT. Para as amostras com polissulfetos foram adicionados 8 µL 
(2%) da solução de polissulfetos ou sulfeto de amônio. Ao controle sem ligante 
foram adicionados 10µL de água ultrapura (Milli-Q) estéril. Nas amostras com DTT 
este foi utilizado ao fim do ensaio também durante a digestão. Todas as amostras 
foram digeridas para serem analisadas por espectrometria de massas, porém as 
amostras com dimedona, GSH e H2O2, foram também analisadas sem digestão 





Tratamento do repressor BigR com gás sulfídrico 
Alíquotas de 300 µL de proteína BigR 6xHis em tampão de purificação B (Tris-
HCl pH 7,4 50 mM, NaCl 200 mM, glicerol 10% e 200 mM de imidazol) na 
concentração de 0,2 mg/mL foram colocadas em tubos de 2 mL com tampas 
rosqueadas e levadas no gelo até o local do experimento (Laboratório Nacional de 
Luz Sícrontron – CNPEM). Em capela, foi montada a estrutura para borbulhamento 
de gases nas amostras. Foi utilizado cilindro contendo H2S 5% em hélio ligado a 
sensores de gás sulfídrico e à um cilindro para coleta do gás após a passagem pela 
amostra. Para eliminar o retirar o oxigênio das amostras, estas foram borbulhadas 
com nitrogênio gasoso que também foi utilizado na condição controle do 
experimento. Primeiro as amostras foram condicionadas num recipiente 
desenvolvido exclusivamente para esse tipo de experimento que consiste num 
cilindro de aço inox com capacidade para acomodar perfeitamente um tubo de 2 mL. 
O cilindro possui tampa também em aço inox com quatro fechos com parafusos e 
anéis de borracha para impedir a troca de gás com o meio externo. Ligadas à esse 
cilindro de aço encontravam-se 3 válvulas uma de saída o coletor uma para entrada 
do H2S e uma para entrada de nitrogênio líquido (Figura 8). O tubo contendo a 
amostra foi colocado aberto nessa cuba de aço e N2 foi passado pela cuba por 5 
min. Em seguida, quando a amostra já encontrava-se em atmosfera de N2 foi 
borbulhado o H2S. Numa primeira amostra, após 5 min de N2 foi passado um fluxo 
de 1 mL/min de H2S por 30 min. Na segunda amostra foi passado o mesmo fluxo 
desta vez por 60min. Como controle foi feita uma amostra apenas com nitrogênio 
por 30 min. Após passagem dos gases os tubos foram retirados da cuba e as 
amostras foram separadas em SDS-PAGE (7 µL por poço). As bandas foram 
excisadas e enviadas para espectrometria de massas. Uma alíquota de 50 µL do 
controle com N2 e do tratamento mais prolongado (60 min) foram armazenadas em -















Figura 8: Esquema da câmara de gás utilizada para borbulhar gás sulfídrico no 
repressor BigR. Em azul o gás nitrogênio. Em laranja o H2S e em vermelho os 
gases que saem da câmara em direção ao descarte. As proporções entre as peças 
foram alteradas para facilitar a visualização das partes da câmara no esquema. As 
setas mostram apenas a direção e o caminho percorrido pelos gases, pois as 
válvulas de entrada não ficaram abertas simultaneamente durante o experimento. 
 
Digestão de proteínas com tripsina ou quimotripsina 
Após os 20 min de reação, as amostras foram tratadas com 8 M de uréia (1:1 
v/v). Em seguida, as amostras que receberam DTT foram reduzidas com 5 mM de 
DTT por 25 min à 56°C e depois alquiladas com 14 mM de IAA (iodoacetamida) por 
30 min à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Para captura da IAA livre ao fim 
da incubação foi adicionado mais 5 mM de DTT e incubado por mais 15min à 
temperatura ambiente e protegido da luz. A partir daqui todas as mostras seguiram o 
mesmo protocolo. Foram diluídas 1:5 em solução de bicarbonato de amônio (50 mM) 
e adicionadas de solução de cloreto de cálcio na concentração final de 1 mM. A esse 
ponto, foi adicionada a quimiotripsina na concentração de 20 ng/mL. A digestão 
ocorreu à 37°C por 16h. Após esse período a reação foi bloqueada pela adição de 
TFA (ácido trifluoacético) na concentração final de 0.4%. O pH das amostras foi 




Em seguida as amostras foram centrifugadas à 2500g por 10min à temperatura 
ambiente. O pellet formado foi descartado e as amostras foram dessalinizadas 
utilizando colunas de dessalinização SepPack (Waters, C18). Após dessalinizados 
os peptídeos foram liofilizados e armazenados no -20°C até a análise. A corrida e 
análises dos espectros foram feitos pela equipe da Dr. Adriana Paes Leme do 
Laboratório de Espectrometria de Massas do LNBio/CNPEM.  
 
Digestão tripsínica em gel 
As amostras foram corridas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 13% com 
ou sem DTT. As bandas foram excisadas do gel e submetidas à digestão tripsínica, 
conforme descrito por Shevchenko e colaboradores (1996), com ou sem adição dos 
modificadores de cisteína DTT e IAA (iodacetamida). A corrida e análises dos 
espectros foram feitos pela equipe da Dr. Adriana Paes Leme do Laboratório de 
Espectrometria de Massas do Laboratório Nacional de Biociências (LNBio).  
 
EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) 
Ensaios de EMSA foram utilizados para verificar se os ligantes detectados por 
espectrometria de massa intacta seriam capazes de oxidar BigR e interromper a 
interação com o DNA. Foram testados no ensaio, além do ligante e oxidante GSH e 
H2O2, respectivamente, o persulfeto de glutationa (GSSH), glutationa oxidada 
(GSSG), sulfeto de amônio (NH4)2S, tiossulfato de sódio (Na2S2O3) e sulfito de sódio 
(NaSO3). GSH e GSSG foram testados juntos em razões que variaram de 200:1 à 
0,05:1 (GSH:GSSG) a fim de mimetizar a condição que se encontram no ambiente 
celular porém as concentrações das duas juntas ficou em torno de 3 mM em todos 
os ensaios. Todos os demais compostos foram utilizados em concentrações de 1 
mM à 5 mM com cerca de 3 µM da proteína purificada. Além destas, foram feitas 
corridas com as amostras provenientes do tratamento com H2S. Os ensaios de 
EMSA foram feitos com a proteína BigR recém purificada e a sonda de DNA 
amplificada por PCR a partir da construção pGEM–T Easy contendo a região 
promotora de 115 pares de base referentes ao sítio de ligação da proteína BigR. 
Assim, a proteína foi misturada ao tampão de ligação 5x (50 mM de Tris-HCl pH 7,5; 




concentrações dos ligantes e água Milli-Q estéril. Essa mistura ficou reagindo por 10 
a 60 min. Após esse período, foi adicionada a sonda com a região promotora do o 
operon bigR e em seguida submetida à eletroforese em gel de acrilamida 6% com 
tampão TBE 1x (89mM Tris-Hcl; 89 mM de ácido bórico, 2mM EDTA pH 8,0). A 
corrida foi feita á 4°C, por 30min ou 3h à 200 ou 50V respectivamente. Em seguida, 
os géis foram corados com brometo de etídio por 2 min sob agitação e lavados 3 
vezes de 2min em tampão TBE 1x. A visualização das bandas e registro de imagens 
de DNA foram feitas em transiluminador UV com câmera acoplada e exposição de 2 
segundos. 
 
Microscopia de fluorescência A. tumefaciens crescida na presença de 
polissulfetos 
Para verificar quais moléculas estariam ativando o operon bigR A. 
tumefaciens contendo plasmídeo pBI com a região promotora do operon bigR ligado 
ao gene da proteína verde fluorescente eGFP, foi utilizada (Barbosa e Benedetti, 
2007). A bactéria contendo a eGFP foi inoculada em 5 mL de meio YEP líquido e 
crescida por 16h à 30°C sob agitação constante de 200rpm. Após crescidas, as 
culturas foram pelletadas por centrifugação à 4°C, 3000xg por 10 min. O meio 
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 10 mL de tampão fosfato 
25mM contendo 0,6% de glicose. Essa suspensão foi centrifugada novamente nas 
mesmas condições anteriores e o sobrenadante descartado. O pellet foi 
ressuspendido em 20 mL do mesmo tampão. Nesse ponto a densidade óptica à 
600nm foi ajustada para 1.0 e a suspensão foi aliquotada em porções de 3 mL em 
tubos de ensaio. Em seguida, foi adicionada solução rica em polissulfetos formados 
pela reação de 0,15 g de enxofre em solução aquosa de sulfeto de amônio 60 mM e 
20 mM de fosfato de potássio pH 8,0 por 16h à 50°C em tubo fechado (Kleinjan et al, 
2005). Foram adicionados 5, 50 ou 250 µL dessa solução em cada tubo contendo a 
suspensão bacteriana e estes foram mantidos à 30° por 3 h com agitação leve de 
100 rpm. Após esse período foram montadas lâminas frescas com 10 µL da 
suspensão e fotografadas em microscópio óptico de fluorescência AxioCam MRM 





Efeito da N-acetilcisteina (NAC) na formação do biofilme em A. tumefaciens 
Mutantes de A. tumefaciens foram crescidos em 3 mL de meio AB-MES pH 
5,8 com em placas de 6 poços por 16h á 30°C e 200 rpm. Dentro de cada poço foi 
colocada uma lamínula posicionada verticalmente. O biofilme aderido a estas placas 
foram quantificados segundo método proposto por Picchi e colaboradores 2016. 
Para isto, as lamínulas foram gentilmente retiradas do meio de cultura e lavadas 
cuidadosamente com solução 0,9% de NaCl e mergulhadas em solução 0,1% de 
cristal violeta em placas de seis poços limpas com solução suficiente para cobrir o 
biofilme aderido às lamínulas. Após 30 min de incubação, as lamínulas foram 
lavadas com água estéril para remoção do cristal violeta não aderido com o cuidado 
de não remover o biofilme aderido. As lamínulas foram fotografadas e em seguida 
lavadas com 1 mL de etanol 70% dentro da placa de seis poços. O etanol azulado 
pelo cristal violeta foi centrifugado para retirada de material particulado por 30 s à 
1000 rpm e a absorbância à 590 nm foi medida em leitor de placa Enspire (Perkin 
Elmer).  
 
Expressão e purificação dos domínios SDO e ST da proteína Blh 
Para expressão foram inoculados 4 L de meio ZYM5052 com canamicina (50 
µg/mL) com 4 mL de cultura crescida por 16 h a 37°C e 200 rpm. A expressão no 
meio autoinduzido foi feita à 25°C por 16 h à 200 rpm. Após indução as culturas 
foram centrifugadas à 4.000 rpm e 4°C por 10 min. Em seguida o sobrenadante foi 
descartado e o pellet ressuspendido em tampão A (300 mM de sulfato de amônio, 
200 mM de cloreto de sódio, 20 mM de tris-HCl pH 7,5 e 10% de glicerol). A lise foi 
feita por duas passagens em desruptor sobre pressão de 25 Kpsi e 4°C. O lisado foi 
centrifigado à 18.000 rpm por 1h à 4°C. O sobrenadante foi filtrado em filtro 0,45 µm. 
A purificação foi feita no sistema ÄKTA™ FPLC™ (GE Healthcare). Foi utilizada a 
coluna HiTrap™ Chelating de 1 mL (GE Healthcare) acoplada ao sistema à 4°C e 
um fluxo de 0,5 ml/min. A coluna foi previamente carregada com solução 100 mM de 
sulfato de níquel e equilibrada com tampão de lise, de acordo com especificações do 
fabricante. Após aplicação da amostra, a coluna foi lavada com tampão de lise (Tris-
NaCl com sulfato de amônio e glicerol) até a absorbância 280 nm estabilizar. Em 




filtrado. A eluição da proteína de interesse foi feita através de steps com 
concentrações crescentes de imidazol (50 mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM e 1000 
mM) cada step foi ajustado para 7 volumes de coluna. A fração eluída contendo a 
proteína recombinante foi utilizada nos ensaios de atividade. Para melhorar a 
estabilidade da proteína foram adicionados 10 mM de glutationa reduzida (GSH) às 
frações eluídas. A clivagem foi feita por 1h em temperatura ambiente utilizando-se 2 
U de trombina para cada miligrama de proteína purificada. Em seguida as frações 
foram concentradas em filtros de 30 KDa (Amicon) em centrifuga à 4000 rpm por 
cerca de 30 min com intervalos de dez em dez minutos para verificação da formação 
de agregados. O volume final de 500 µL foi submetido à cromatografia de exclusão 
molecular ou filtração em gel. A cromatografia foi realizada em sistema ÄKTA™ 
FPLC™ (GE Healthcare), usando-se coluna Superdex 75 10/30 (GE Healthcare), 
previamente equilibrada com tampão A com glutationa, à 4°C com um fluxo de 0,3 
ml/min. 
 
Ensaio de acoplamento das reações ST e SDO dos domínios de Blh 
Para verificar se o domínio DUF442 apresenta atividade ST acoplada à 
atividade dioxigenase de enxofre foi realizado ensaio com as duas enzimas no 
oxígrafo. O meio de reação para a atividade ST (50 mM de Tris-Acetato, 10 mM de 
tiossulfato, 10 mM de GSH) (Melideo et al., 2015) com volume final de 1,97 mL foi 
adicionado à um dos canais do oxígrafo. Após dois minutos de agitação foram 
adicionados 12 µg do domínio DUF442 purificado, dando início à reação ST. Após 3 
min da adição do domínio DUF442, o domínio ETHE1 (12 µg) foi adicionado para 
verificar o consumo de oxigênio. As corridas tiveram duração total de 10 min. Como 
controles foram feitas corridas sem as enzimas, com o SDO sendo adicionado 
primeiro e no meio de reação da ST e o ensaio padrão do domínio SDO com volume 
final de 2 mL (1 mM de GSH em 50 mM de tampão fosfato de potássio pH 7,4) a 
reação é iniciada 300 µM da solução saturada de enxofre em acetona. 
Estabelecimento de bioensaio para atividade SDO 
Sonda Mito-X-press 
A proteína purificada com por afinidade e filtração em gel com cauda de 




seguida as concentrações dos componentes da reação foram escalonadas para 
placas de 96 poços. No oxígrafo, as medidas foram realizadas segundo ensaio 
descrito por Hildebrandt e Grieshaber (2008) usando-se um volume 2 mL contendo: 
enzima purificada (12 µg), tampão fosfato de potássio (0,1 M), glutationa reduzida 
(GSH; 1mM) e 30 µL de uma solução saturada de enxofre (17 mM) em acetona que 
foi adicionada por último dando início à reação. As medições de consumo de 
oxigênio foram feitas em oxígrafo Hansatech (Hansatech Instruments - Oxygraph 
Plus Recording, v.1.01). Os ensaios foram realizados à 21°C tiveram duração 20 
min. No minuto 1 o enxofre foi adicionado, tempo necessário para estabilização do 
eletrodo. Como controle foram feitas medições sem a enzima e sem o enxofre 
(apenas com acetona). Depois de verificada a atividade da enzima esta foi utilizada 
para os ensaios em placa (200 µL) e em fluorímetro (250 µL) com a sonda. Os 
ensaios foram realizados com e sem a enzima e com e sem os substratos. As 
leituras foram feitas em leitor de placa Enspire (Perkin Elmer) com excitação de 
350nm e emissão à 650 nm e 25°C. Foram feitas três réplicas de cada amostra e 
cada uma foi lida por 30 min com intervalos de 5 min e em cada leitura foi repetida 3 
vezes. Além do ensaio em placa foi realizado um ensaio em fluorímetro com 250 µL 
de reação. Foi feita a varredura da excitação e da emissão para verificar os 
melhores comprimentos de onda. Em seguida foram feitas aferições a 380 e 650 nm 
durante 1 min. Foram feitas medidas com a sonda ou sem a sonda, com e sem a 
enzima e os reagentes.  
Thermal Shift 
Além do ensaio com a sonda, foram realizados ensaios iniciais de 
desnaturação térmica (termal shift) para possível utilização em HTS. O ensaio foi 
feito com 25 µL de reação contendo 4 µg da enzima purificada, 1µM da sonda para 
termal shift Sypro Orange (marca), 4 mM do ligante em tampão fosfato de potássio 
100 mM. O ligante testado foi a glutationa reduzida com a finalidade aumentar a 
estabilidade térmica da proteína e utilizar esta molécula como controle nos ensaios 
de HTS para triagem de ligantes. O ensaio foi feito em placas de 96 poços para 
utilização no aparelho ABI Bioscience para PCR em tempo real e acoplado ao 
software 7500 ABI Biosciences. Foram realizados 70 ciclos com temperatura 




Ensaio de desnaturação térmica (Thermal shift) - Triagem de tampões 
 Foi feita uma triagem com tampões diferentes a fim de identificar qual o 
melhor agente tamponante para o ensaio. Além do tampão padrão de purificação do 
domínio SDO (Buffer 1) foram testados como tampões o Tris HCl pH 8,0, pH 8,5; 
glicina pH 9,0 pH 9,5 e pH 10; imidazol pH 6,5 e pH 7,5; MOPS pH 7,0 e pH 7,5; 
MES pH 6,0, pH 5,5.  O imidazol foi testado na ausência de tampão para verificar 
sua influência no enovelamento da proteína. Os tampões foram utilizados nas 
concentrações de 125 mM. O sal escolhido para todas as condições foi o NaCl que 
teve sua concentração variada entre 150 e 600 mM. O glicerol foi adicionado apenas 
junto com o HEPES pH 7,5 nas concentrações de 5 ou 10%. Antes de correr esse 
ensaio foram feitos ajustes ensaios de desnaturação com a proteína e a sonda e 
com a proteína a sonda e a GSH para verificar qual a melhor concentração de 
proteína, sonda e ligante para desenvolver o ensaio. Para tal foram feitos ensaios 
com a proteína nas concentrações 0,4uM, 2uM e 4uM. A sonda foi diluída para 2,5x; 
5x e 10x (a concentração estoque fornecida pelo fabricante é de 1000x). Após 
estabelecida a melhor condição de ensaio, foram feitas reações de 50 µL utilizando 
os diversos tampões como ligantes na concentração final de 125 mM. Foram 
realizados 70 ciclos com temperatura variando de 1 em 1 grau a partir de 25°C a 
cada minuto. Foi realizada atualização do software ligado ao aparelho ABI 
Bioscience v 2.3, e os dados foram analisados no software Portein Thermal Shift 
Assy v1.1 também da Applied Biosystems. 
 
Ensaio de desnaturação térmica utilizando peptídeos desenhados in silico com 
base no modelo estrutural do domínio SDO  
 Com base no modelo estrutural do sítio ativo do domínio SDO da proteína Blh 
de X. fastidiosa, a equipe de Bioinformática do Laboratório Nacional de Biociências 
desenhou 20 peptídeos candidatos a interagirem com os resíduos do sítio ativo do 
SDO afim de inibir a atividade da enzima. Estes peptídeos foram submetidos ao 





Efeito do sulfito em folhas sadias de citros 
Para verificar a influência tóxica do sulfito nas plantas de laranja, foram 
coletadas e higienizadas folhas sadias de laranja doce das variedades Pêra e 
Pineaplle. Logo após a coleta, foram excisados cerca de 5 discos de folha de cada 
variedade para cada tratamento (com sulfito, com sulfato e água). Os discos foram 
colocados em tubos de 2 mL contendo soluções de sulfato de sódio (0,5 mM; 1 mM, 
5 mM ou 10 mM; pH 5.7), sulfito de sódio (0,5 mM; 1 mM, 5 mM ou 10 mM; pH5.7) 
ou água milli-Q pH 5.7 ajustado com HCl. Após 1 min na solução, os discos foram 
transferidos para placas forradas com papel filtro embebidos com cerca de 1 mL das 
mesmas soluções. As placas foram fechadas e acondicionadas sob temperatura de 
25°C por 24h com 12 h de luz e 12 h de escuro. 
 
Extração do sulfito de folhas de citros infectadas ou não com X. fastidiosa 
Folhas de citros da variedade pineapple não infectadas e infectadas com X 
fastidiosa com ou sem sintomas (manchas amarelas) foram coletadas em triplicata a 
partir de seis plantas de cada tratamento totalizando 18 réplicas. As amostras foram 
imediatamente congeladas em N2 líquido e armazenadas à -80°C até o 
procedimento de extração. Para extração da fração contendo sulfito, as folhas foram 
maceradas em nitrogênio líquido até a obtenção de pó fino. Esse pó foi diluído 1:4 
(m/v) em tampão de extração contendo Tris-Hcl pH 8 e 500mM sulfato de sódio para 
evitar a conversão espontânea de sulfito à sulfato. Esse mesmo background de 
sulfato foi utilizado na curva padrão (Brychkova et al, 2012). Após homogeneizadas 
as amostras foram centrifugadas à 12000g. O sobrenadante foi transferido para um 
novo tubo e foram adicionados 300µL de solução de hidróxido de potássio (KOH) 
3% em álcool absoluto conforme descrito por Franz-Josef e Monty (1987) para 
eliminar contaminantes. Após homogeneização as amostras foram novamente 
centrifugadas por 15min à 4°C e 12000g. O sobrenadante foi coletado em novo tubo 
utilizado para o ensaio de fuschina básica. O corante de fuchisina preparado 
conforme descrito por Franz-Josef e Monty (1987) foi adicionado à amostra tratada 
com KOH 3% na proporção 5:1 (v/v). Após 10min, a absorbância foi lida à 575 nm e 
comparadas com os padrões da curva padrão. A curva padrão foi feita com 




sulfato como background. As amostras foram medidas em oito réplicas técnicas. 
Todas as plantas deste estudo foram inoculadas pela Raquel Caserta Salviatto sob a 
orientação da Dr. Alessandra Alves de Souza, ambas do Centro de Citricultura 
Sylvio Moreira.  
 
Análise da expressão dos genes SiR e SO em folhas de citros infectados ou 
não com X. fastidiosa 
O mesmo pó macerado proveniente da extração do sulfito (devidamente 
congelado em N2 e armazenado em -80ºC) foi utilizado para extração de RNA total 
com o reagente comercial Trizol (Invitrogen) conforme protocolo sugerido pelo 
fabricante. O RNA total foi quantificado em nanodrop e sua integridade foi verificada 
em gel desnaturante de agarose (agarose 1%; MOPS 0,1%; formaldeído 5%). Para 
síntese do cDNA foram utilizados 1 μg de RNA total de cada réplica. O cDNA das 
folhas com e sem sintomas bem como das folhas sem bactéria foram submetidos ao 
PCR quantitativo para os genes sulfito redutase (siR) e sulfito oxidase (SO). Como 
normalizadores foram utilizados os genes da actina ou translocador de malato. As 
corridas foram feitas no aparelho ABI Biosystem para PCR em tempo real e 
acoplado ao software 7500 ABI Biosystems. Os resultados foram plotados no 
software Oringin v 8.1. 
 
Clonagem dos domínios da citocromo bo3 ubiquinol oxidade de X. fastidiosa e 
ensaio de duplo híbrido de levedura. 
Foram desenhados óligos para amplificar as sequências de cada um dos 
quatro domínios da Cyob de X. fastidiosa. As sequencias dos quatro domínios da 
Cyob foram amplificadas a partir da cepa 9a5c de X. fastidiosa. O DNA molde foi 
preparado a partir de cultura de Xylella em glicerol (12%) armazenada à -80°C. 
Cerca de 50 µL da cultura foram centrifugados à 13000 rpm, 4°C por 2 min e o 
sobrenadante descartado. Em seguida o pellet foi ressuspendido em 20 µL de 
tampão TE (Sigma) e aquecido à 94°C por 5min. Após aquecimento a mistura foi 
centrifugada à 13000 rpm por 1 min para separar os restos celulares e o 
sobrenadante foi utilizado como molde para o PCR. As sequencias amplificadas 




E. coli por choque térmico. Os clones positivos foram confirmados por PCR de 
colônia e sequenciamento.  Em seguida as sequencias foram subclonadas nos 
plasmídeos pOAD e pOBD para ensaios de duplo híbrido nos sítios EcoRI/PstI. A 
ligação foi feita à 16°C por 16h utilizando a T4-DNA ligase (Fermentas) em seguida 
foram transformadas em E. coli DH5α por choque térmico. Os clones positivos foram 
selecionados por PCR de colônia e seguido de sequenciamento. 
 
Transformação de levedura 
A cepa PJ69-4a de Saccharomyces cerevisiae foi crescida por 16h em 3 mL de 
meio YPD (1% de extrato de levedura, 2% de glicose, 2% de peptona) à 30°C. O 
inóculo foi centrifugado á 13.000 rpm por 1 min à temperatura ambiente e o meio foi 
retirado. O pellet foi ressuspenso na mistura de transformação (240 µL de PEG 50%, 
36 µL cloreto de lítio 1M, 50 µL de SS-DNA de esperma de salmão 2 µg/ml - Sigma). 
A levedura selvagem ressuspensa na mistura de transformação foi incubada á 42°C 
por 2h e 30 min. Em seguida, foi centrifugada à 13000 rpm por 1 min à temperatura 
ambiente e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspenso em 200 µL de 
água estéril e plaqueado em meio SC+Ade (0,66% de base de nitrogênio, 2% de 
glicose, 1,6% de ágar bacteriológico e 0,083% de mistura de aminoácidos incluindo 
adenina). Os meios foram complementados com histidina e as marcas de auxotrofia 
dos vetores pOAD (contém leucina, foi plaqueado em histidina e triptofano) e pOBD 
(contém triptofano, foi plaqueado em histidina e leucina). As placas foram 
acondicionadas em estufa à 30°C por 2-4 dias. Para os duplos transformantes, o 
mesmo protocolo de transformação foi utilizado, porém desta vez os inóculos foram 
crescidos em 3 ml de meio SC+Ade líquido com o aminoácido correspondente a 
cada monohíbrido (leucina, pOBD ou triptofano, pOAD). 
 
Ensaios de interação e crescimento no 3AT (3-amino triazol) 
Os ensaios foram conduzidos em meio SC+Ade–His–Trp–Leu (com adenina e 
por isso menos restringente). Os ensaios com 3AT foram feitos riscando-se placas 
com os clones de levedura obtidos. O ensaio sem 3AT foi feito diluindo-se uma 
colônia de cada duplo transformante em 50µL de água milli-q e 10 µL dessa solução 




crescidas à 30°C por 3 a cinco dias. Os duplos transformantes crescidos foram 
considerados positivos para interação. 
 
Respirometria com células de A. tumefaciens  
As bactérias foram estriadas em meio YEP sólido (1% de peptona, 1% de 
extrato de levedura e 0,5% de cloreto de sódio) e crescidas à 30°C por 48h. As 
colônias crescidas foram ressuspensas em meio AB-Mínimo-MES pH 5,8 e 
ajustadas para OD600= 1,5 em espectrofotômetro imediatamente antes do ensaio. 
Em seguida, 2.0 mL dessa diluição, equivalente à 12x106 células foi adicionada à 
cubeta do oxígrafo. O aparelho utilizado foi o Oroboros Oxygraph 2K calibrado com 
o meio AB-Mínimo-MES pH 5,8 imediatamente antes do início das medidas. Os 
traçados referentes à taxa e consumo foram adquiridos com ganho de 0,2 segundos 
até que todo o oxigênio da cubeta fosse consumido. Para os ensaios com cianeto, 
azida, tiossulfato e sulfeto de amônio foram utilizadas as mesmas diluições e 
quantidades e os compostos foram adicionados após cerca de 1min de corrida. 
Foram utilizadas concentrações que variaram entre 1 e 2 mM dos compostos. Os 
experimentos de consumo de oxigênio feitos no equipamento Oroboros foram 
realizados com a ajuda da mestranda Carolina Marques, sob supervisão do Dr. 
Anibal Versesi. 
 
Detecção e quantificação do GSSH  
Para ajuste do Km do domínio SDO, foi feita a quantificação do GSSH 
formado a partir da reação do enxofre em acetona com a GSH. Para a detecção por 
espectrometria de massas foram preparadas amostras de 100 µL contendo 
aproximadamente 10 mM de enxofre em acetona e 10 mM de GSH. Essas amostras 
foram secas em concentrador à vácuo até evaporar todo o líquido. A detecção por 
espectrometria de massas foi feita pleo Dr. Rafael Felicio do Laboratório de Química 
e Produtos Naturais (LQPN), responsável técnico pelo serviço no Laboratório 
Nacional de Biociências (LNBio). A quantificação foi feita para cada concentração de 
GSH utilizada nos ensaios para o Km utilizando o método da redução do azul de 
metileno conforme descrito por Hildebrandt e Grieshaber (2008). Foram preparadas 




utilizados no ensaio. Para a quantificação estas amostras foram diluídas na 
proporção de 1:5 (v/v) e 50µL foram misturados à 150 µL do reagente de azul de 
metileno (azul de metileno 75 µM em HCl 5 M). Em seguida, foi lida a absorbância à 
670 nm para detectar a oxidação do azul de metileno. As absorbâncias de cada 
amostra foram subtraídas da amostra apenas com tampão e GSH para obtenção do 
metileno reduzido pelo GSSH. Os valores de concentração foram obtidos a partir de 
uma curva padrão feita com tiossulfato e glutationa a partir dos valores de 
absorbância do metileno reduzido.  
 
Determinação do Km aparente em função da concentração de GSSH  
Para obtenção do Km, foram utilizados os valores de concentração do GSSH 
para cada ponto da curva em relação à atividade enzimática calculada pelo consumo 
de oxigênio. Para isso foram feitas corridas de cerca de 7 min com 18 µg de 
proteína, diferentes concentrações de GSH em tampão fosfato (100 mM) pH 7,4 
num volume final de 1 mL. A reação foi iniciada pela adição de 15 µL do enxofre em 
acetona. Cada traçado foi plotado e a região correspondente ao consumo de 
oxigênio foi determinada manualmente para cada curva, compreendendo ao 
consumo do ponto logo após o pico de re-oxigenação causada pela adição do 
























Figura 9: Esquema evidenciando a região de cada traçado considerada para o 
cálculo do Km (constante de Michaelis-Mentem). As linhas tracejadas indicam o 
início e o fim do consumo de oxigênio considerado para cada traçado. A região 
marcada em rosa corresponde a faixa de consumo delimitada pelas linhas 
tracejadas e os círculos pretos os pontos com as concentrações e tempos iniciais e 
finais utilizados para calcular a atividade da enzima em cada traçado. A seta preta 
indica o ponto de adição do enxofre e a seta vermelha a re-oxigenação causada pela 
adição do enxofre. A linha vermelha corresponde as concentrações de oxigênio 
durante o ensaio.  
Capítulo 3: Resultados e Discussão 
Determinação do Km aparente do domínio SDO da proteína Blh 
 Para determinar o Km aparente do domínio SDO da proteína Blh foram 
utilizadas diferentes concentrações do substrato GSSH. Devido a sua natureza 
instável, não há este reagente disponível no mercado. Por este motivo, o GSSH 
utilizado pelo domínio SDO é sintetizado no momento do ensaio através da reação 
espontânea do GSH com a solução de enxofre em acetona. Porém, essa reação 
pode formar espécies com 2 enxofres (GSSH) até compostos com 9 enxofres 
(GS8SH) (Hildebrandt e Grieshaber, 2008). Sabendo disto, identificamos por 
espectrometria de massas se ocorre a formação do GSSH quando a GSH é 
colocada em contato com a solução de enxofre em acetona (Figura 10a e 10b). 
Nesse ensaio foi possível observar o aparecimento do pico correspondente ao 




Além disso, foi necessário determinar a concentração exata do GSSH no 
ensaio uma vez que o pico correspondente ao GSSH é bem menos expressivo em 
relação ao pico da GSH indicando que nem toda a GSH em solução foi convertida à 
GSSH (Figura 10b). Assim, buscando quantificar quanto de GSSH havia sido 
formado utilizamos o método descrito por Hildebrandt e Grieshaber (2008) e 
posteriormente utilizado por Liu e colaboradores (2014) que consiste na medida 
colorimétrica do azul de metileno. Este corante sofre alterações na sua cor (torna-se 
transparente) à medida que a concentração de GSSH aumenta. Isso acontece 
devido a capacidade do GSSH de reduzir o azul de metileno que perde sua 
coloração característica tornando-se transparente quando completamente reduzido.  
Como curva padrão para este ensaio foram utilizadas diferentes 
concentrações de tiossulfato de sódio que funciona de forma análoga ao GSSH, ou 
seja, é capaz de reduzir o azul de metileno de forma dependente de concentração 
(Figura 11a). De acordo com as medidas, as concentrações de GSSH variaram de 
0,0125 a 10 mM. O Km aparente calculado para o domínio SDO foi de 0,18 mM 
enquanto a Vmax foi de 3,4 nmol O2.mg
-1.min-1 (Figura 10b). Esses valores são 
semelhantes aos observados para outras SDOs mitocondriais e de microrganismos 























Figura 10: Identificação de GSSH formada a partir de enxofre em acetona e 
GSH. Em a, espectro de massas da GSH sozinha utilizada como controle (à 
esquerda); à direita, fórmula molecular e massa esperada desse composto. Em b, 
espectro de massas da GSSH formada a partir de GSH e enxofre em acetona (à 
esquerda); à direita, fórmula molecular e massa esperada desse composto. O pico 









Figura 11: Determinação do Km aparente do domínio SDO da proteína Blh. Em 
a, curva padrão feita com tiossulfato em relação ao azul metileno reduzido utilizada 
para a quantificação de GSSH usado para gerar os dados de determinação do Km. 
Em b, valores de Km aparente e Vmax do domínio SDO da proteína Blh de Xylella. 
Em detalhe no gráfico é mostrada a relação linear do inverso da velocidade pelo 







As atividades SDO e ST de Blh funcionam de forma acoplada e dependente de 
GSH 
Sabendo que a proteína Blh apresenta dois domínios funcionais que nas 
mitocôndrias encontram-se separados em duas proteínas distintas e ainda assim 
conservam as mesmas atividades fomos testar se, como acontece nas mitocôndrias 
humanas e em leveduras, estas atividades encontram-se acopladas como mestra o 
modelo da Figura 12. Isso significa, que o domínio ST da proteína Blh poderia 
transferir o enxofre do tiossulfato para GSH assim como faz com o cianeto na 
atividade rodanase medida anteriormente. A medida da atividade tiossulfato:GSH 
sulfotrasnferase (TST), como é conhecida a atividade enzimática da ST utilizando a 
GSH como aceptora do enxofre, foi realizada. Como pode ser visto na Figura 13a, o 
domínio ST da proteína Blh transfere um enxofre do tiossulfato para GSH, 












Figura 12: Modelo proposto para atividade acoplada entre os domínios ST e 
SDO da proteína Blh. O domínio ST (transferase de enxofre) transfere o enxofre (S-
) do tiossulfato para a glutationa (GSH) formando a glutationa persulfeto (GSSH) e 
sulfito (SO3
-2) (1 e 2). O GSSH formado é utilizado pelo domínio SDO (ETHE1 
domain) junto com oxigênio (O2) e água (H2O) formando SO3
-2 e GSH que volta a 




Sabendo que o domínio SDO de Blh usa GSSH como substrato, e que um 
dos produtos da reação deste domínio é GSH, foi testada a possibilidade das 
atividades ST e SDO estarem acopladas. Para isto foram feitas corridas em oxígrafo 
utilizando-se os domínios separados ou a proteína Blh inteira apenas com os 
substratos para a atividade ST (GSH e tiossulfato), e foi medido o consumo de 




Figura 13: Ensaio enzimático caracterizado pela medida do consumo de 
oxigênio pelo domínio SDO ou pela proteína Blh utilizando GSSH produzido 
pelo domínio ST como substrato. Em a, medida da atividade do domínio ST 
utilizando como substrato cianeto (CN) GSH, indicando maior atividade na presença 
da GSH. Em b, ensaio enzimático conduzido em oxígrafo; em vermelho foi 
adicionado o domínio ST e seus substratos (tiossulfato e GSH) após 1.5 min, foi 
adicionado o domínio SDO que passa a consumir oxigênio utilizando o GSSH 
produzido pelo domínio ST. Em preto, o mesmo ensaio adicionando-se o domínio 
SDO primeiro e o consumo começa apenas após a adição do domínio ST. Em azul é 
mostrado o consumo de oxigênio pela proteína Blh inteira, que apresenta maior 
atividade em comparação aos domínios ST e SDO operando de forma separada.  
 
Os resultados mostraram que o consumo de oxigênio não é significativamente 
alterado quando o domínio ST é adicionado à reação contendo tiossulfato e GSH. 
Porém, o consumo de oxigênio aumenta de forma significativa quando o domínio 




ST e SDO estão acopladas e que GSH, consumido pela atividade ST, é regenerada 
pela atividade SDO. Além disso, foram feitas medidas de consumo de oxigênio onde 
o domínio SDO foi adicionado antes do domínio ST, na reação contendo GSH e ST, 
e nesse caso também não foi observado consumo significativo de oxigênio, 
mostrando que a atividade SDO depende da atividade ST, e que tiossulfato e GSH 
não são capazes de gerar GSSH na ausência do domínio ST. A proteína Blh inteira 
mostrou consumo ainda maior e imediato de oxigênio a partir de GSH e tiossulfato, 
reforçando a ideia de que as atividades ST e SDO são interdependentes e que tal 
arranjo de domínios serve para garantir maior eficiência de catálise (Figura 13b). 
Estes resultados corroboram dados da literatura sobre mecanismos de oxidação de 
H2S em bactérias, mitocôndrias de plantas e animais (Rohwerder et al., 2003; 
Hildebrandt e Grieshaber, 2008; Tiranti et al, 2009; Melideo et al, 2014; Shen et al., 
2015 e Birke et al., 2015). 
 
Sulfito é tóxico aos citros e acumula-se em plantas infectadas com Xylella 
Ambos os domínios de Blh produzem sulfito como resultado de suas 
atividades. Em contraste com a via de detoxificação de H2S nas mitocôndrias onde o 
sulfito é oxidado a formas menos tóxicas como sulfato antes de ser excretado 
(Melideo et al., 2014), em A. tumefaciens e X. fastidiosa o sulfito é excretado para o 
meio (Guimarães et al., 2011). Devido à toxicidade do sulfito em plantas (Nandi et 
al., 1990; Brychkova et al., 2007; Yarmolinsky et al., 2013), neste trabalho foram 
investigados os possíveis efeitos de toxicidade que o funcionamento do operon traria 
para a planta hospedeira ou se esta, de alguma forma, responderia ao acúmulo 
deste íon no xilema, à medida que a bactéria coloniza a planta. Para explorar esta 
hipótese, discos de folhas de laranja doce foram incubados com concentrações 
crescentes de sulfito de sódio ou sulfato. Neste experimento, percebemos o 
aparecimento de clorose de forma dose dependente apenas nos discos incubados 
com sulfito e nenhum efeito foi observado nos discos incubados com sulfato (Figura 
14a) indicando que o sulfito é tóxico para as plantas de citros. Por causar 
amarelamento das folhas de citros, levantamos a hipótese de que o sulfito em 
excesso poderia contribuir com os sintomas da CVC, uma vez que as lesões típicas 




hipótese, foram medidos os níveis de sulfito em plantas sintomáticas, assintomáticas 
em relação a plantas não infectadas. Os níveis de sulfito nas folhas das plantas não 
infectadas ficaram em torno de 150 nmol por grama de tecido fresco (Figura 14c), o 
que é próximo do observado em tomate e Arabidopsis (Yarmolinsky et al., 2013; 
Brychkova et al., 2007). Nas folhas infectadas com e sem sintomas foram 
observados níveis significativamente maiores de sulfito (Figura 14c).  
Corroborando esses resultados, a quantificação bacteriana nos pecíolos 
destas folhas revelou altos títulos de bactérias tanto nas plantas com sintomas como 
nas sem sintomas (Figura 14d). Para verificar se as plantas contendo Xylella estão 
sob estresse por sulfito, os níveis de expressão dos genes Sulfito Redutase (SiR) e 
Sulfito Oxidase (SO), principais enzimas responsáveis pela detoxificação do sulfito 
em plantas (Brychkova et al., 2007; Yarmolinsky et al., 2013; Brychkova et al., 2007) 
foram quantificados por RT-RCR. Como resultado, identificamos níveis 
significativamente maiores de ambos os genes nas plantas infectadas com Xylella 
(Figura 14e). Assim, apesar da ligação do sulfito com clorose, os dados mostram 
que há uma correlação entre os níveis de sulfito na planta e a população bacteriana 
com a expressão dos genes de detoxificação de sulfito, mas não com os sintomas 




























Figura 14: Plantas infectadas com Xylella estão sob estresse por sulfito. Em a, 
Discos de folha de laranja doce com concentrações aumentadas de sulfito ou 
sulfato; mostrando que o sulfito, mas não o sulfato, induz clorose em citros. Em b, 
exemplo de folha sintomática apresentando sintomas típicos da CVC que 
correspondem a lesões envoltas por um halo clorótico (painel da esquerda), 
comparada a folha assintomática (painel da direita). Em c, Níveis de sulfitos medidos 
em folhas sintomáticas (S) e assintomáticas (A) com CVC evidenciando maiores 
níveis de sulfito nas folhas sintomáticas e assintomáticas em relação às folhas de 
plantas controle não infectadas (C). Os valores são a média de seis medidas 
independentes e os asteriscos indicam diferenças estatisticamente relevantes entre 
as médias. Em d, análise de PCR quantitativo mostrando os altos títulos de bactéria 
nas folhas de plantas com CVC tanto sintomáticas como assintomáticas. Nenhuma 
amplificação foi observada nas plantas não infectadas. Em e, Análise quantitativa 
dos níveis de mRNA dos genes SiR e SO entre as folhas de plantas com CVC 
sintomáticas e assintomáticas, comparadas com plantas controle não infectadas. Os 
valores são médias de cinco réplicas independentes e os asteriscos indicam que as 




Interação entre Blh e subunidade III da Cyob sugere proximidade das proteínas 
do operon bigR à cadeia transportadora de elétrons. 
Para verificar se haveria alguma interação física entre as proteínas do operon 
bigR e Cyob de X. fastidiosa, foram realizados ensaios de duplo híbrido de leveduras 
entre subunidades do complexo Cyob de Xylella e as proteínas do operon. Embora 
tivemos sucesso na amplificação e subclonagem dos quatro domínios da Cyob 
(Cyob I – IV) de Xylella (Figura 15a), apenas os domínios II e IV foram subclonados 
nos vetores pOAD/pOBD para ensaio em levedura (Figura 15b). As construções em 
pOAD e pOBD para a expressão das proteínas do operon BigR, apresentadas na 










Figura 15: Contruções em pOAD/pOBD para expressão das proteínas em 
levedura. Em a, gel de agarose com fragmentos dos domínios da Cyob de X. 
fastidiosa amplificados por PCR. Em b, clones obtidos para ensaio de duplo híbrido 
de levedura. Em laranja, clones de proteínas do operon bigR obtidos em trabalho 
prévio; em cinza, clones obtidos neste trabalho correspondentes aos domínios da 
Cyob; espaços vazios representam clones não obtidos. 
 
Dentre as possibilidades de interação testadas, a subunidade III da Cyob 
interagiu com os domínios ST e SDO de Blh, com a proteína mp3 (portadora do 
domínio TauE) e com ela mesma (Figura 16a). A interação entre as subunidades III 
e IV correspondem ao esperado para arquitetura do complexo Cyob proposto para 
E. coli (Gohlke et al., 1997; Abramson et al.,2000). Embora esses dados de 





possível supor que as proteínas do operon bigR, as quais, segundo dados de duplo-
híbrido apresentados na dissertação de mestrado (Lira, 2013), formam um complexo 
na membrana para secreção do sulfito, poderiam estar próximas a cadeia de 
transporte de elétrons a fim de remover excesso de H2S neste local (Lira, 2013, 
dissertação de Mestrado) (Figura 16b). Isso deveria favorecer a respiração 


























Figura 16: Ensaio de interação entre a subunidade III de Cyob de X. fastidiosa e 
as proteínas do operon e modelo de interação proposto. Em a, ensaio realizado 
em meio seletivo SC – sólido sem histidina (HIS-) suplementado com adenina 
(Ade+). Os mutantes de levedura que apresentaram crescimento correspondem a 
interações positivas. Em b, modelo de interação com base nas interações entre as 
proteínas do operon (à direita) e sua proximidade com o complexo IV da cadeia 






A proteína Blh confere vantagem à respiração aeróbica de A. tumefaciens 
Demonstrou-se anteriormente que o operon bigR é importante para 
detoxificação de H2S e que a proteína Blh é necessária para manutenção do 
crescimento bacteriano sob hipóxia (Guimarães et al., 2011). Sabendo que H2S 
compete com o oxigênio pela ligação da Cox, investigou-se se a oxidação de sulfeto 
pelo operon bigR contribui para a manutenção da respiração aeróbica quando 
oxigênio se torna limitado. Para isto, foram realizados ensaios de respirometria 
utilizando-se a bactéria A. tumefaciens selvagem (wt) e respectivos mutantes blh- 
bigR-. As bactérias foram incubadas em meio contendo glicose e o consumo de 
oxigênio foi monitorado.  
Verificamos que o fluxo de oxigênio foi da ordem de 10-18 mol.cell-1.s-1 para as 
três bactérias, o que é consistente com dados de consumo de oxigênio reportados 
para outros tipos celulares (Wagner et al., 2011). Verificamos ainda que o mutante 
blh- apresenta um fluxo de oxigênio relativamente menor comparado a bactéria 
selvagem sob condições de oxigenação (acima de 20 nmol.mL-1), enquanto o 
mutante bigR-, por outro lado, apresentou um fluxo de oxigênio relativamente maior 
que o observado nas células selvagem (Figura 17a-c). Contudo, as diferenças no 
fluxo de oxigênio entre os mutantes blh- e bigR- em relação a bactéria selvagem 
aumentam significativamente a medida que a concentração de oxigênio no meio se 
aproxima do zero (Figura 17d). O fluxo de oxigênio do mutante blh- foi de 
aproximadamente um décimo do observado na bactéria selvagem a 0,2 nmol.mL-1 
de oxigênio, enquanto à 5.0 nmol.mL-1 de oxigênio quase não há diferenças entre 
eles(Figura 17d). Por outro lado, o mutante bigR- manteve um alto fluxo de oxigênio 
comparado à bactéria selvagem e ao mutante blh- em 0.2 nmol.mL-1 de oxigênio 
(Figura 17d). Estes resultados confirmam que o consumo de oxigênio é afetado no 
mutante blh- e que o operon bigR é crítico para a manutenção da respiração 







Figura 17: Blh é necessária para manutenção da respiração aeróbica sob 
condições limitantes de O2. Em a, Consumo de O2 (linhas pretas) e fluxo de O2 
(linhas vermelhas), medida da respiração aeróbica, exibida pela cepa selvagem 
(WT) de A. tumefaciens em meio contendo glicose. Em b, a mesma representação 
para o mutante blh- e em c para o mutante bigR-. O mutante blh- mostrou um fluxo 
de oxygênio menor (b) comparado à selvagem (a) sob condição de normóxia (acima 
de 20 nmol.mL-1), enquanto o mutante bigR- (c) mostrou um fluxo relativamente 
maior que a cepa selvagem. Em d, representação do fluxo como função da 
concentração de O2 mostrando que as diferenças de fluxo entre o mutante blh
- e 
bigR-, em relação à cepa selvagem, aumentam significativamente a medida que 
concentração de oxigênio chega próximo a zero.  
 
Desta forma, os dados de respirometria com os mutantes de Agrobacterium 
mostraram que a proteína Blh é crítica para sobrevivência da bactéria sob hipóxia 
como havia sido reportado anteriormente (Guimarães et al., 2011), porém, neste 




aeróbica. O efeito de proteção da respiração deve ocorrer pelo fato de o H2S 
competir pelos centros metálicos da Cox e a Blh ajuda a manter o alto fluxo de 
oxigênio na respiração, especialmente quando o oxigênio se torna um fato limitante 
para as células.  
Estudos comparativos de genômica indicaram que cepas de X. fastidiosa 
apresentam apenas um tipo de oxidase terminal, a Cyob (Bhattacharyya et al., 
2002). Este tipo de citocromo oxidase está presente em E. coli e apresenta baixa 
afinidade pelo oxigênio, ou seja, é capaz de funcionar apenas em normóxia. Em E. 
coli, Cyob é expressa apenas quando a bactéria cresce sob altas concentrações de 
oxigênio (Goglke et al, 1997, Cotter et al., 1990; Chepuri et al., 1990; Abramson et 
al., 2000). Assim, o operon torna-se essencial par manutenção da respiração 
aeróbica em organismos como X. fastidiosa e A tumefaciens dentro dos vasos 
xilemáticos e raízes onde a concentração de oxigênio pode ser muito baixa 
(Thomson e Greenway, 1991; van Dongen et al., 2003; Armstrong et al., 2009).  
 
NAC afeta a formação do biofilme bacteriano no mutante bigR-  
N-acetilcisteína (NAC) é um análogo de cisteína que interage com cisteínas 
desfazendo ligação dissulfeto amplamente utilizado como mucolítico foi 
recentemente associada à inibição do crescimento bacteriano e formação de 
biofilme em X. fastidiosa e diminuição dos sintomas de clorose observados na CVC 
(Samuni et al., 2015; Muranaka et al., 2013). Ono e colaboradores (2017) 
demostraram que NAC pode funcionar como uma cisteína persulfeto e pode atuar 
como um competidor para interação com as espécies reativas de enxofre 
(perssulfetos e polissulfetos) minimizando os danos celulares provocados pelo gás 
sulfídrico. 
Experimentos de crescimento dos mutantes de A. tumefaciens na presença 
de NAC à 6 mg/mL não apresentaram diferença no crescimento de mutantes de A. 
tumefaciens (Figura 18a), como também não houve diferença entre as intensidades 
de fluorescência do gene repórter eGFP na presença de concentrações aumentadas 
deste composto (Figura 18b). Estes resultados sugerem que o NAC não interfere na 













Figura 18: Influência da N-Acetil-L-Cisteína no crescimento dos mutantes de A. 
tumefaciens e na ativação do gene repórter. Em a, mutantes de A. tumefaciens 
crescendo em meio YEP sólido suplementado com 6 mg/mL de NAC. Indicando que 
este composto não apresenta toxicidade e para as células nessa com concentração, 
porém, apesar disso pode perceber crescimento mais significativo do mutante bigR- 
em relação ao selvagem e principalmente a blh-. Isto sugere haver alguma relação 
entre a ação do NAC e a presença das atividades SDO e ST. Em b, ensaio de 
ativação do gene repórter EGFP na presença do NAC mostrou não haver ação 
desse composto na ativação do gene repórter. 
 
Para verificar se o NAC poderia influenciar a formação do biofilme quando o 
operon está expresso constitutivamente, foi testado o crescimento e formação de 
biofilme em superfície de vidro do mutante bigR- que produz duas vezes mais massa 
de biofilme em superfície de vidro que o blh- e a cepa selvagem (WT) (Guimarães et 
al., 2011). Foi observado que NAC (1 mg/mL) permitiu o crescimento da bactéria em 
meio líquido mas inibiu a formação do biofilme na superfície de vidro (Figura 19a-b) 
como ocorre com a cepa selvagem de X. fastidiosa e X. citri (Muranaka et al., 2013; 
Picchi et al., 2016). 
A concentração de O2 dentro do biofilme pode ser limitada (Rani et al., 2007) 
e isso poderia explicar a ativação do operon bigR em biofilmes e o fato do mutante 
bigR- formar mais biofilme que as células normais (Guimarães et al., 2011). A 
inibição da formação de biofilme em mutantes bigR- sugere que a estrutura do 





sensíveis ao NAC (Sadowska et al., 2006). Além disso, quantidades relativamente 
grandes de enxofre foram detectadas no biofilme de Xylella e estruturas formadas 
por ligação entre enxofres na superfície celular de Xylella foram apontadas como 
promotoras da adesão e agregação da bactéria (Leite et al., 2002). Assim, propõe-se 
que o operon bigR- poderia favorecer a formação do biofilme contribuindo com a 
manutenção do conteúdo de enxofre através da eliminação do sulfito para o meio 
extracelular. Por outro lado, como o excesso de sulfito secretado pelo operon bigR 
parece estar envolvido com os sintomas da CVC, a ação do NAC na redução dos 
sintomas em plantas infectadas com Xylella pode ser atribuída à sua ação mucolítica 
(Muranaka et al., 2013). Curiosamente, NAC tem sido administrado à pacientes com 
encefalopatia etilmalônica pela sua ação como aceptor do átomo de enxofre do H2S 
(Viscomi et al., 2010). 
Figura 19: NAC inibe a formação do 
biofilme em A tumefaciens. Em a, 
formação de biofilme em lamínulas de 
vidro colocadas perpendicularmente em 
placas de culturas de seis poços na 
ausência (controle) ou na presença de 
1mg/mL de NAC (NAC). O biofilme foi 
corado com cristal violeta para 
visualização e quantificação. Cada 
quadro do painel a corresponde à uma 
lamínula de vidro apresentando o 
biofilme corado com cristal violeta. Em 
b, absorbância à 570 nm do cristal 
violeta aderido no biofilme dissolvido 
em etanol 70%. É possível perceber 
que o NAC inibe significativamente a 
formação do biofilme no mutante bigR- 
na superfície de vidro. Os valores 
representam as médias de três medidas 
independentes e o asterisco representa 




As cisteínas 42 e 108 de BigR são modificadas por sulfenilação na 
presença de H2O2 
Para verificar a formação de ácido sulfênico nos resíduos de cisteína da 
proteína BigR foram feitos ensaios com peróxido de hidrogênio H2O2. O peróxido de 
hidrogênio é um dos candidatos á indutores da sulfenilação in vivo e é comumente 
utilizado para os ensaios in vitro. A detecção do ácido sulfênico é feita normalmente 
pela análise da massa intacta da proteína em espectrômetro de massas. Após o 
tratamento com peróxido de hidrogênio é adicionada a dimedona que é uma 
dicetona cíclica que se liga de forma específica e estável ao resíduo modificado pelo 
ácido sulfênico. A ligação da dimedna gera um aumento na massa total da proteína 
em torno de 138Da. Assim, é possível detectar pelo acréscimo de 138Da da 
dimedona, se a proteína foi sulfenilada. A dimedona funciona neste caso como uma 
sonda para detecção do ácido sulfênico.  
A espectrometria de massa intacta da proteína BigR tratada com H2O2, e 
posteriormente com dimedona, apresentou um pico diferencial com o acréscimo de 
138 Da correspondente à massa da dimedona nas amostras onde este composto foi 
adicionado (Figura 20a-c). Como esperado, o pico de 14192 Da não foi observado 
no controle sem dimedona (Figura 20c). Porém, a maior parte da proteína tratada 
não sofreu modificação como se pode notar na Figura 20a-c onde o pico de 14054 
Da aparece como maior porcentagem de massa. Embora, os dados de massa 
intacta não revelem qual ou quais cisteínas estão sofrendo a modificação, o peróxido 
de hidrogênio foi capaz de induzir a formação de ácido sulfênico no repressor BigR 
in vitro como ocorre com a proteína OxyR de E coli ativada por hipóxia (Klomsiri et 
al, 2013). 
 No repressor OxyR de E. coli, ocorre a formação do ácido sulfênico no 
resíduo de cisteína C199 que em seguida se condensa com o outro resíduo de 
cisteína próximo (C208) formando uma ligação entre os enxofres desses resíduos 
(Zheng et al, 1998). Além disso, Cuevasanta e colaboradores (2015) demonstraram 
que a formação o H2S interage com ácidos sulfênicos formando persulfetos que 
podem resultar ligações de dissulfetos em albumina. Diferente do observado por 
Zheng e colaboradores (1998) e por Cuevasanta e colaboradores (2015), não foi 




na proteína BigR. Porém, o ácido sulfênico pode ser uma das modificações 
causadas pelo H2S uma vez que o estresse por espécies reativas de enxofre (RSS) 
e por espécies reativas de oxigênio (ROS) podem estar ligados in vivo (Filipovic, 
2015).  
 
Figura 20: Espectros de MS/MS 
obtidos no espectrômetro de 
massas Q-Toff para massa 
intacta do repressor BigR 
tratado com H2O2 e dimedona 
para detecção de sulfenilação 
de cisteínas. Em a, espectro 
correspondente ao tratamento com 
H2O2 (8 mM) por 20 min seguido 
da adição da dimedona (5 mM). 
Em b, espectro correspondente ao 
tratamento com dimedona por 20 
min seguido da adição do H2O2. 
Em c, espectro correspondente ao 
tratamento com H2O2 por 20min 
sem adição da dimedona. Os 
quadros vermelhos em a, b e c, 
mostram o detalhe em zoom da 
região onde se encontram os picos 
da proteína ligada à dimedona 
(14192 Da). As setas apontam o 









Não temos indícios de que ocorra acúmulo de H2O2 quando o operon bigR é 
ativado ou que in vivo o ambiente esteja oxidativo o suficiente para que haja 
sulfenilação de BigR. Esta modificação pode estar sendo favorecida em condições in 
vitro apenas. Porém, embora a sulfenilação esteja geralmente associada ao estresse 
oxidativo in vivo, ela nem sempre é causada por H2O2 (Paulsen e Carroll, 2014). 
Os dados de espectrometria de massas com a proteína digerida (Tabela 1) 
mostram haver sulfenilação em ambos os resíduos de cisteína do BigR. Porém, 
foram identificados mais peptídeos contendo a C108 modificada. Embora os dados 
não sejam quantitativos, parece haver uma preferência pela modificação no resíduo 
C108. É interessante notar que a C108 é a cisteína mais exposta ao solvente na 
estrutura da proteína reduzida enquanto que a C42 se encontra mais no interior da 
molécula quase inacessível ao solvente o que poderia explicar essa preferência pela 
C108 (Guimarães et al., 2011). 
 
Tabela 1: Peptídeos da proteína BigR tratados com H2O2 e dimedona, apenas 
H2O2 ou sem tratamento digeridos com quimiotripsina e identificados por 
espectrometria de massas. As amostras marcadas como DTT (+) correspondem 
as que foram tratadas e digeridas com DTT e as DTT (-) as que não receberam DTT. 
Ligante DTT Score Peptide Cys Modificação 
H2O2 + Dimedona - 
22 F.CAQEKQAL.E + Dimedone (C) 108 Ácido Sulfênico 
26 L.VCTLVEGEF.S + Dimedone (C) 42 Ácido Sulfênico 
27 F.CAQEKQALEHHHHHH.- + Dimedone (C) 108 Ácido Sulfênico 
Nenhum - 
47 L.VCTLVEGEF.S 42 Nenhuma 
42 F.CAQEKQAL.E 108 Nenhuma 
22 L.VCTLVEGEF.S 42 Nenhuma 
H2O2 - 6 L.VCTLVEGEF.S 42 Nenhuma 
H2O2 + Dimedona + 
39 F.CAQEKQAL.E 108 Nenhuma 
15 Y.TIFCAQEKQAL.E + Dimedone (C) 108 Ácido Sulfênico 
35 F.CAQEKQALEHHHHHH.- 108 Nenhuma 
Nenhum + 
49 Y.TIFCAQEKQAL.E 108 Nenhuma 
37 F.CAQEKQALEHHHHHH.- 108 Nenhuma 
H2O2 + 
24 Y.TIFCAQEKQAL.E 108 Nenhuma 
36 F.CAQEKQALEHHHHHH.- 108 Nenhuma 
40 F.CAQEKQAL.E 108 Nenhuma 
22 L.VCTLVEGEF.S 42 Nenhuma 
27 Y.TIFCAQEKQAL.E 108 Nenhuma 




A sulfenilação de BigR não modula sua ligação ao DNA e H2O2 não ativa o 
operon em A. tumefaciens  
Apesar dos dados de espectrometria de massas evidenciarem a formação de 
ácido sulfênico nas cisteínas de BigR, não se pôde inferir se H2O2 ativa o operon. 
Ensaios de interação proteína-DNA (EMSA) mostraram que o tratamento com H2O2, 
e consequentemente a sulfenilação, não é capaz de fazer o repressor desligar da 
região promotora do operon (Figura 21a). Além disso, o crescimento da cepa 
repórter de A. tumefaciens na presença ou ausência de H2O2 corroboram os dados 
de EMSA mostrando que H2O2, apesar de causar a sulfenilação das cisteínas, não é 
suficiente para ativar o operon (Figura 21b e c). 
Nos ensaios de ativação do gene repórter, foram testadas diferentes 
concentrações de H2O2 (0 a 1 mM). Como pode ser observado na Figura 21b, 
concentrações a partir de 1 mM causam a queda da fluorescência em consequência 
da morte celular. Na Figura 21c pode-se perceber que não há diferença significativa 
entre o ΔIF (IFinicial – IF16h) do controle sem H2O2. Porém, é observada uma tendência 
de queda da fluorescência provocada pelo H2O2. Assim, a sulfenilação pode ocorrer 
na proteína BigR, mas este não é o mecanismo responsável pela sua ativação, e 
apesar da sua relação com a hipóxia, BigR se comporta de forma diferente ao 



































Figura 21: Efeitos do H2O2 na ligação do repressor ao DNA e na ativação do 
operon bigR. Em a, ensaio de EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) na 
presença de 2,5 ou 5 mM de H2O2 e sem tratamento (sem ligante). Os triângulos 
laterais apontam para as alturas das bandas da sonda livre (inferior) e da sonda 
ligada à proteína BigR (superior). Em b é mostrada a intensidade da fluorescência 
do gene repórter EGFP nos mutantes de A. tumefaciens na presença de H2O2 (0 a 1 
mM) crescidos em meio AB-MES pH 5,8, medida a cada 1h durante 7h. Em c, 
diferença de intensidade fluorescência do início e fim do ensaio (16 h) com 0 ou 0,1 




O repressor BigR é glutationilado in vitro 
 A GSH foi utilizada, à priori, como agente redutor que teria função contrária ao 
peróxido de hidrogênio no ensaio com dimedona. Porém, curiosamente, os 
espectros de massa intecta com o controle GSH apresentaram um pico diferencial 
com acréscimo de 305,32Da compatível com uma glutationilação (Figura 22a-c). 
Esse dado, sugeria que haveria glutationilação na proteína BigR, mas os dados de 
massa intacta não permitem inferir se a modificação foi de fato na cisteína nem qual 
cisteína teria sido modificada.  
Para verificar qual resíduo portava a modificação fizemos a espectrometria de 
massa digerida com ou sem o DTT (agente redutor normalmente utilizado em 
espectrometria de massas). Os dados de massa digerida mostraram que ambos os 
resíduos de cisteína de BigR são passíveis de serem glutationilados (Tabela 2). 
Porém, novamente há uma preferência pelo resíduo C108, provavelmente pela sua 
maior exposição ao solvente. Nas amostras com GSSG não foi observada nenhuma 
modificação (Dados não mostrados). 
As amostras com DTT apresentaram menos peptídeos glutationilados como o 
esperado, e o DTT interferiu na interação da cisteína com a GSH, como reportado 
por Johansson e Lundberg (2007) na actina, o que demostra que o DTT reverte a 
glutationilação de BigR. A interação com o DTT indica também que essa é uma 
modificação que ocorre após o enovelamento da proteína e por isso acessível ao 
DTT como havia sido previsto para BigR (Guimarães e Benedetti, 2011) e diferente 
do que foi observado por Mitkevich e colaboradores (2016) estudando a Na,K-
ATPase que, dependendo do estado redox da célula durante o enovelamento, pode 
ou não se estruturar em torno de resíduos de cisteínas pré-glutationilados. Quando 
isso ocorre, a ligação com a glutationa se torna inacessível ao DTT. A dimedona, 

















Figura 22: Espectros de 
MS/MS obtidos no 
espectrômetro de massas Q-
Toff para massa intacta do 
repressor BigR tratado com 
GSH para detecção de 
glutationilação. Em a, espectro 
correspondente ao tratamento 
com GSH (8 mM) por 20 min. 
Em b, espectro correspondente 
ao tratamento com GSH e 
dimedona por 20 mim. Em c, 
espectro correspondente ao 
tratamento sem GSH. Os 
quadros pretos em a, b e c, 
mostram o detalhe em zoom da 
região onde se encontram os 
picos da proteína ligada à GSH 
(14359/14360 Da). As setas 





Tabela 2: Peptídeos da proteína BigR tratados com GSH e dimedona, apenas 
GSH ou sem tratamento digeridos com quimiotripsina e identificados por 
espectrometria de massas. As amostras marcadas como DTT (+) correspondem 
as que foram tratadas e digeridas com DTT e as DTT (-) as que não receberam DTT. 
Ligante DTT Score Peptide Cys Modificação  
GSH + Dimedona - 
19 F.CAQEKQAL.E + Glutathione (C) 108 Glutationilação 
12 L.VCTLVEGEF.S + Glutathione (C) 42 Glutationilação 
11 Y.TIFCAQEKQAL.E + Glutathione (C) 108 Glutationilação 
46 F.CAQEKQALEHHHHHH.- 108 Nenhuma 
11 F.CAQEKQALEHHHHHH.- + Dimedone (C) 108 Ácido Sulfênico 
28 F.CAQEKQALEHHHHHH.- + Glutathione (C) 108 Glutationilação 
Nenhum - 
47 L.VCTLVEGEF.S 42 Nenhuma 
42 F.CAQEKQAL.E 108 Nenhuma 
22 L.VCTLVEGEF.S 42 Nenhuma 
GSH - 
25 F.CAQEKQAL.E + Glutathione (C) 108 Glutationilação 
25 L.VCTLVEGEF.S + Glutathione (C) 42 Glutationilação 
10 Y.TIFCAQEKQAL.E + Glutathione (C) 108 Glutationilação 
23 F.CAQEKQALEHHHHHH.- + Glutathione (C) 108 Glutationilação 
Dimedona + GSH - 
2 L.MLVCTL.V + Glutathione (C) 42 Glutationilação 
20 L.VCTLVEGEF.S + Dimedone (C) 42 Ácido Sulfênico 
23 F.CAQEKQAL.E + Glutathione (C) 108 Glutationilação 
18 Y.TIFCAQEKQAL.E + Glutathione (C) 108 Glutationilação 
14 F.CAQEKQALEHHHHHH.- + Glutathione (C) 108 Glutationilação 
GSH + Dimedona + 
27 L.MLVCTL.V 42 Nenhuma 
24 Y.TIFCAQEKQAL.E + Dimedone (C) 108 Ácido Sulfênico 
34 F.CAQEKQALEHHHHHH.- 108 Nenhuma 
Nenhum + 
49 Y.TIFCAQEKQAL.E 108 Nenhuma 
37 F.CAQEKQALEHHHHHH.- 108 Nenhuma 
Dimedona + GSH + 
40 F.CAQEKQAL.E 108 Nenhuma 
18 Y.TIFCAQEKQAL.E + Dimedone (C) 108 Ácido Sulfênico 
42 F.CAQEKQALEHHHHHH.- 108 Nenhuma 
 
Curiosamente, a dimedona também foi detectada nas amostras em que foi 
adicionada junto com a glutationa reduzida (GSH). A dimedona é capaz de se ligar 
de forma específica e covalente a resíduos de cisteínas modificados à ácido 
sulfênico sendo utilizada como uma sonda nesse tipo de ensaio (Johansson e 
Lundberg, 2007; Rehder e Borges, 2010; Paulsen e Carroll, 2013). Isso sugere que 





Johansson e Lundberg (2007) demonstraram que a glutationilação da β-actina 
tem como intermediário o cisteinil ácido sulfênco o que explicaria a existência de 
glutationilação na β-actina mesmo no ambiente redutor do citoplasma. Assim, a 
presença de dimedona nas amostras com glutationa sugere que ocorra um estágio 
intermediário de glutationilação dependente do ácido sulfênico em BigR. Porém, 
como mencionado para o ácido sulfênico, esta é uma reação pode ou não ter 
relação à ativação ou inativação do operon.  
 
Glutationilação de BigR não modula sua ligação ao DNA e GSH não ativa o 
operon bigR  
Uma vez que a proteína BigR incubada com GSH sofreu glutationilação das 
cisteínas 42 e 108 (Tabela 2), resolveu-se testar se esse tratamento poderia abolir a 
ligação de BigR ao seu DNA alvo. Como pode ser visto na Figura 23, o tratamento 
com GSG ou com proporções variadas de GSH e glutationa oxidada (GSSG) 
alteraram a ligação de BigR com a sonda de DNA. Além disso, não observamos 
ativação do gene repórter de A. tumefaciens na presença de GSH, indicando que 
GSH, apesar de causar glutationilação de BigR in vitro, não interfere na interação 












Figura 23: Efeitos da GSH na manutenção do complexo repressor-DNA e na 
ativação do operon bigR. Em a, EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) da 
proteína BigR ligada à região promotora do operon na presença razões aumentadas 
de GSSG:GSH (as concentrações foram de 200:1, 20:1, 2:1, 0,2:1, 0,05:1, 0,02:1) as 
concentrações de cada forma de glutationa variaram de 0,1 à 3Mm. Em b, EMSA 
(Electrophoretic Mobility Shift Assay) da proteína BigR ligada à região promotora do 
operon na presença de GSH 2,5mM (canaletas indicadas como GSH). O complexo 
repressor-DNA está indicado pela seta lateral. A sonda livre está representada pela 
letra S. Em c, razão entre a intensidade da fluorescência do gene repórter EGFP e a 
densidade óptica à 600nm (IF/OD) da cepa selvagem (wt) de A. tumefaciens 
crescida em meio AB-MES pH 5,8 com ou sem 1mM de GSH.  
 
H2S oxida a proteína BigR abolindo sua capacidade de ligar o DNA 
O repressor BigR foi reportado anteriormente como um sensor redox pelo fato 
da sua ligação ao DNA ser afetada pelo estado de oxidação das cisteínas C42 e 
C108, as quais, quando formam uma ligações de dissulfeto intracadeia, alteram a 
conformação do repressor, fazendo com que o mesmo perca afinidade pelo DNA 







oxidação de BigR, ensaios de EMSA foram realizados na presença do GSSH, uma 
vez que GSSH e outros persulfetos foram recentemente associados à regulação de 
proteínas que atuam em vias similares a do operon BigR, como é o caso do operon 
cstR em S. aureus e do regulador responsivo à sulfetos SqrR em Rhodobacter 
capsulatus (Shen et al., 2015; Luebke et al., 2013; Luebke et al., 2014; Shimizu et 
al., 2017). Como pode ser observado na Figura 24a, GSSH é capaz de abolir a 
ligação de BigR ao DNA, porém, o controle contendo apenas enxofre elementar 
também causou a perda da interação proteína-DNA (Figura 24a). Estes resultados 
sugeriram fortemente que sulfetos ou polissulfetos, sabidamente encontrados em 
baixas concentrações em compostos contendo enxofre, seriam os responsáveis pela 
oxidação do BigR.  
Verificamos que a solução contendo enxofre elementar de fato apresenta 
sulfetos e polissulfetos, como evidenciado pela característica coloração amarela em 
solução alcalina (Debiemme-Chouvy et al., 2004) (Figura 24b). A presença de 
polissulfetos gerados pelo enxofre elementar foi evidenciada também pela curva de 
absorbância com pico máximo entre 300 e 375nm (Greiner et al, 2013) (Figura 24c). 
Somada a essas evidências, a fonte de enxofre também reagiu com o íon bismuto 
em pH alcalino, formando um pigmento marrom alaranjado, um indício da presença 
de H2S ou do íon hidrosulfeto (HS-) em solução (Figura 24b). 
Estes resultados, junto com o fato de que polissulfetos têm sido reportados 
como o elo entre o H2S e a oxidação de grupos tióis de proteínas (Greiner et al., 
2013), levaram-nos a hipótese de que BigR poderia diretamente reagir com o gás 
H2S. Segundo Greiner e colaboradores (2013) a despeito do seu potencial redox, 
H2S poderia causar modificações pó-traducionais oxidativas em proteínas bem como 
formação de ligações de dissulfeto através de intermediários polissulfetos. Com 
base nisto, testou-se a hipótese de que o próprio H2S poderia oxidar a proteína 
BigR. Para isso, o repressor BigR recombinante foi incubado com o gás H2S por 30 
min a 1 h, e a proteína foi submetida a ensaios de EMSA. Dessa forma foi 
observado que o BigR tratado com H2S perde a interação com o DNA alvo (Figura 
24d), indicando que o H2S sozinho pode levar a formação de ligações de sulfeto 
entre as cisteínas C42 e C108 e consequentemente ativar o operon.  
Como o H2S gasoso não pode ser aplicado diretamente em células de 




testada a ação das soluções contendo HS- e/ou polissulfetos na ativação do gene 
repórter EGFP controlado pela região promotora do operon bigR em A. tumefaciens. 
Para tal, as bactérias foram crescidas em concentrações aumentadas da solução de 
polissulfetos e foi observada aumento da fluorescência da GFP de maneira dose-
dependente (Figura 24e), indicando que HS- e/ou polissulfetos são capazes de 






















































Figura 24: H2S e polissulfetos oxida bigR e ativa o operon BigR. Em a, Gel do ensaio 
de EMSA corado com brometo de etídio mostrando a formação do complexo BigR-DNA 
(seta) no controle mistura de reação (C), ou na presença do GSH. O complexo BigR-DNA foi 
abolido não apenas na presença do GSSH, mas também na presença do enxofre em 
acetona (S), usado em combinação como GSH para gerar GSSH. FP corresponde a sonda 
sem proteína. Em b, detecção de HS- e polissulfetos em fonte comercial de enxofre 
elementar. Acetona pH 12 ajustado com hidróxido de potássio foi utilizada como controle 
(C). Adição de enxofre elementar (S) que tornou a solução amarela indicando a presença de 
polissulfetos na amostra. A adição do citrato de bismuto (Bi) à acetona formou um 
precipitado branco que se torna marrom alaranjado na presença de enxofre e bismuto 
(Bi+S), indicando a presença de HS- na amostra. Em c, Curva de absorbância da solução de 
sulfeto de amônio na presença e na ausência do enxofre mostrando picos entre 300 e 
375nm característico de polissulfetos. Em d, Imagens de A. tumefaciens contendo 
plasmídeo com gene repórter GFP para o operon bigR crescendo na presença ou ausência 
de quantidades crescentes de solução de polissulfetos (0,1 a 5,0 mM). Células expostas à 
solução de polissulfetos apresentaram aumento da fluorescência da GFP de forma dose-
dependente, indicando que o HS- e/ou polissulfetos e persulfetos são responsáveis pela 




Para confirmar esta hipótese, a proteína recombinante BigR tratada com H2S 
ou solução de HS-/polissulfetos foi submetida à espectrometria de massas. Os 
resultados mostraram que o tratamento de BigR com H2S ou solução de HS
-
/polissulfetos levam a incorporação de um grupo ‘SH’ ou ‘SSH’ ao átomo de enxofre 
da cisteína 108, formando o persulfeto de cisteína (Tabela 3). De forma semelhante, 
H2S induziu a sulfidratação da proteína tirosina fosfatase humana PTP1B (Krishnan 
et al., 2011). 
 
Tabela 3: Peptídeos da proteína BigR tratados com H2S por 30 min ou 1h ou 
solução de polissulfetos 2%, digeridos com quimiotripsina e identificados por 
espectrometria de massas.  
Treatmant Peptide Identified Cys modification Cys m/z (charge) Mascot Score 
Controle (sem gás) 
 Y.TIFCAQEKQAL.E none 108 626,3194 (+2)   (11)  
 Y.TIFCAQEKQAL.E none 108 626,3194 (+2)   11   
 Y.TIFCAQEKQAL.E none 108 626,3204 (+2)   2   
 Y.TIFCAQEKQAL.E none none 626,3196 (+2)   (5)  
 Y.TIFCAQEKQAL.E none none 626,3196 (+2)   10   
H2S (30 min) 
 Y.TIFCAQEKQAL.E  sulfidation (2 sulfur) 108 658,3007 (+2)   (12)  
 Y.TIFCAQEKQAL.E  sulfidation (2 sulfur) 108 658,3012 (+2)   (3)  
 Y.TIFCAQEKQAL.E  sulfidation (2 sulfur) 108 658,2989 (+2)   20   
 Y.TIFCAQEKQAL.E none 108 626,3188 (+2)   (13)  
 Y.TIFCAQEKQAL.E none 108 626,3190 (+2)   (13)  
 Y.TIFCAQEKQAL.E  sulfidation (2 sulfur) 108 658,2995 (+2)   20   
 Y.TIFCAQEKQAL.E  sulfidation (2 sulfur) 108 658,3015 (+2)   (15)  
Polissulfetos 
 Y.TIFCAQEKQAL.E 1 sulfur 108 642,3147   (+2) 26   
 Y.TIFCAQEKQAL.E 1 sulfur 108 642,3148  (+2) 11  
 Y.TIFCAQEKQAL.E  2 sulfur 108 658,3016  (+2) 14  
H2S 1h 
 Y.TIFCAQEKQAL.E  2 sulfur 108 658,3026  (+2) 10 
 Y.TIFCAQEKQAL.E  2 sulfur 108 658,3016  (+2) 9 
 Y.TIFCAQEKQAL.E  2 sulfur 108 658,3016 (+2)  13 
 
Como observado para ácido sulfênico e GSH, houve uma preferência pela 
modificação tipo sulfidratação do resíduo C108. Na verdade, no caso dos 
tratamentos com H2S e solução de HS
-/polissulfetos, as modificações ocorreram 
exclusivamente no resíduo C108. Além disso, encontramos peptídeos evidenciando 
a ligação dissulfeto entre as cisteínas C42 e C108 da proteína BigR (Guimarães et 




Assim, considerando que as cisteínas persulfeto podem servir como intermediárias 
na formação de ligações de dissulfetos quando há outros resíduos de cisteínas 
adjacentes (Luebke et al., 2014; Shimizu et al., 2017), os resultados demostram que 
BigR é um sensor de espécies de sulfeto e que o próprio H2S é o verdadeiro 
modulador do operon bigR in vivo. Apesar das semelhanças com o sensor de 
persulfetos CstR de S. aureus (Luebke et al., 2013, Luebke et al., 2014), o repressor 
BigR parece ser mais relacionado ao repressor SqrR, que foi recentemente 
caracterizado como um sensor para espécies reativas de enxofre geradas por H2S 
(Shimizu et al., 2017).  
 
Figura 25. Identificação de peptídeos de BigR contendo a ligações de 
dissulfeto entre as cisteínas 42 e 108 após tratamento com H2S. Espectro de 
MS/MS representativo mostrando a série de íons e y para peptídeos de BigR 
contendo a ligações de dissulfeto entre as cisteínas 42 e 108, identificados pelo 
programa MassMatrix. 
 
Uma comparação entre as estruturas cristalográficas de BigR na sua forma 
reduzida (sem ligações de dissulfeto) e oxidada (com ligações de dissulfeto) mostra 
que a cadeia lateral do resíduo de triptofano 104 (Trp104) situa-se entre as cisteínas 
42 e 108 na forma reduzida de BigR prevenindo assim a formação da ligação 
dissulfeto (Figura 26a). Entretanto, na forma oxidada, a cadeia lateral de Trp104 




(Figure 26b). Portanto, é possível que a formação de um persulfeto de cisteína no 
resíduo C108 leve a uma mudança de conformação do anel aromático de Trp104, 
























Figura 26: Representação da superfície do ambiente das cisteínas 42 e 108 nos 
dímeros de BigR. a- Na estrutura de BigR reduzida (PDB 3PQJ), Cys108 está mais 
exposta ao solvente do que Cys42, e portanto mais susceptível a reagir com o íon 
hidrosulfeto, por exemplo para gerar persulfeto de cisteína. A cadeia lateral de 
Trp104, situada entre as cisteínas 42 e 108, previne a formação da ligação 
dissulfeto. b- A cadeia lateral de Trp104 assume uma conformação diferente na 
proteína BigR oxidada (PDB 3PQK) sugerindo que a formação de um persulfeto na 
cisteína Cys108 poderia causar o giro da cadeia lateral de Trp104 abrindo espaço 





Ensaio de desnaturação térmica na busca de inibidores da 
atividade SDO  
Uma das principais etapas para realização de ensaios de HTS é a escolha e 
adequação do ensaio enzimático para a plataforma a ser utilizada (Inversen, 2004). 
No caso do domínio SDO, foi escolhido o ensaio por sonda fosforescente em 
substituição ao uso do oxígrafo que impede a triagem em larga escala. Uma 
alternativa a ser testada é a utilização de sondas fosforescentes que sofrem efeito 
quenching na presença do oxigênio. Assim, à medida que o ensaio ocorre, a 
proteína consome o oxigênio e a sonda fluoresce. Essa adaptação precisa, contudo, 
ser testada na presença dos diversos componentes da mistura de reação 
principalmente na presença do sulfito que pode vir a interferir no efeito quenching da 
sonda (Zitova, 2009).  
Diferente do esperado, o ensaio no fluorímetro com intervalos de tempo de 5 
min durante 30 min, mostrou haver diferença na fluorescência da sonda Mito-X-
press apenas nos tempos de 5 a 10 min (Figura 27). Os demais tempos 
apresentaram uma queda na intensidade de fluorescência, não condizente com o 
consumo de oxigênio progressivo. As reações ocorreram em tubo fechado e cheio 
para minimizar as trocas gasosas, dessa forma não eram esperadas grandes 
interferências no ensaio. Porém, o sulfito pode interagir com a sonda de forma 
semelhante ao oxigênio o que resultaria em sinais elevados de fluorescência mesmo 
na ausência de O2, embora não se possa descartar a influência das trocas gasosas.  
 
Figura 27: Ensaio de medida de 
atividade do domínio SDO pela 
medida da intensidade de 
fluorescência em função do 
comprimento de onda da sonda 
Mito-X-press. Foram feitas cinco 
leituras de 0-25 min evidenciando 
a baixa sensibilidade da sonsa á 






Os ensaios de atividade SDO usando-se a sonda fluorescente Mito-X-press 
também foram realizados em placas de 96 poços, entretanto, os resultados 
indicaram haver interferências de trocas gasosas (dados não mostrados). Segundo 
Zhdanov e colaboradores (2012) o uso de leitor de fluorescência do tipo resolvido no 
tempo pode maximizar a relação sinal ruído por medir a janela de tempo onde a 
diferença entre sinal e o ruído é maximizada. Nesse caso, o parâmetro a ser 
calculado é o tempo de meia vida da fluorescência da sonda que irá variar dependo 
taxa de consumo de oxigênio (Zhdanov et al, 2012). Porém, devido ao alto custo da 
sonda Mito-X-press para ensaios em larga escala, à influência do sulfito na reação e 
à dificuldade em isolar o meio do oxigênio atmosférico, optou-se por testar outro tipo 
de ensaio. 
O ensaio escolhido foi o de medida da estabilidade térmica (Thermal Shift 
Assay - TS) que se baseia nas alterações termodinâmicas induzidas pela interação 
com o ligante. Uma sonda fluorescente, sensível ao ambiente, que interage 
especificamente com proteínas não nativas é utilizada como indicador. À medida 
que proteína é desnaturada pelo aumento gradual da temperatura, a sonda liga-se 
apenas às regiões hidrofóbicas, inacessíveis na estrutura globular, emitindo 
fluorescência (Maxwell et al, 2006). Assim, os ligantes que melhor estabilizarem o 
domínio SDO são candidatos a funcionarem como inibidores que poderiam ser 
testados através de ensaio enzimático.  
Com base no modelo tridimensional do domínio SDO, verificou-se que GSH 
poderia se ligar ao sítio ativo deste domínio (Figura 28a) (Guimarães et al., 2011). 
Isso é consistente com o fato de GSSH ser o substrato da enzima. Por esses 
motivos haveria a possibilidade de a GSH estabilizar a estrutura da proteína e servir 
de controle positivo nos ensaios. Para isto, foram feitos os testes e adequações 
iniciais que mostraram que a GSH não apenas se liga ao SDO como causa a 
estabilização da estrutura, como pode ser visto pelo deslocamento do pico de 
fluorescência em relação à proteína sem ligante (Figura 28b). A temperatura de 
melting Tm da proteína sem ligante foi em torno de 32,3°C e a variação em resposta 
ao ligante foi de aproximadamente 5°C, uma diferença bastante significativa. Assim, 
GSH constitui um bom controle interno do ensaio de TS.  
Para testar o funcionamento do ensaio, foi utilizada uma pequena biblioteca 




Foram feitos ensaios iniciais para detecção do sihft na fluorescência do domínio 
SDO de Blh na presença dos compostos, porém, não foi identificado nenhum hit com 




Figura 28: Glutationa reduzida se liga ao sítio ativo do domínio SDO e confere 
estabilidade térmica à proteína. À direita, modelo molecular do domínio SDO de 
Blh mostrando as ligações da GSH com os resíduos do sítio ativo da enzima 
(extraído de Guimarães et al., 2011). À esquerda, ensaio de TS do domínio SDO 
com e sem GSH. Foram utilizados 5 µM de proteína e 1 mM de GSH no ensaio. 
 
Ensaio de interação proteína-ligante com o domínio SDO e 
análogos de GSH 
 Uma vez estabelecido o ensaio de TS para a busca de inibidores e diante da 
estabilização provocada pela GSH na estrutura da proteína, foram testados 
análogos de glutationa comerciais como possíveis ligantes do domínio SDO (Figura 
29a-f). Estes compostos apresentam substituições no enxofre da cisteína, reativo à 



















Figura 29: Estrutura dos análogos comerciais de GSH. De a a f: S-hexil 
glutationa (Hexil – GSH), GSH, S-metil glutationa (Metil-GSH); ácido glutatiônico 
sulfônico (AGS); S-octil glutationa (Octil-GSH) e L-Butionina-(S,R)-Sufoximina 
(LBSRS) respectivamente.  
Os análogos de GSH são produzidos pelo metabolismo celular em situações 
de estresse oxidativo em bactérias e podem ser utilizados para fins terapêuticos (Wu 
e Batist, 2013; Fahey, 2012). Aqui foram testados cinco análogos comerciais e 
nenhum deles apresentou um ΔTm maior ou igual a 2°C (Figura 30a). A octil-GSH 
não pode ser testada nos experimentos de TS devido a sua natureza hidrofóbica que 
interfere na fluorescência da sonda CyproOrange. 
Devido à limitação do uso da octil-GSH no ensaio de TS, os compostos foram 
testados diretamente no ensaio de atividade enzimática realizado em oxígrafo 
(Figura 30b). Como pode ser visto na Figura 30b, enquanto os análogos de GSH 
hexil-GSH e metil-GSH não interferiram significativamente na atividade enzimática 
do domínio SDO, o ácido glutatiônico sulfônico (AGS), octil-GSH e a LBSRS 
parecem inibir a atividade enzimática (Figura 30b). Nesses ensaios iniciais, LBSRS 
mostrou uma inibição de quase 50% em relação à atividade padrão da enzima, 








Porém, estes dados sozinhos não são suficientes para determinar se esses 
compostos são de fato inibidores do domínio SDO, e para tal, é necessária a 
caracterização enzimática na presença de cada composto para determinação do 
Km. Apesar disso, os análogos de glutationa se mostraram bons candidatos a 
inibidores do domínio SDO, e com base nisso foram desenhados peptídeos para 
serem testados via TS a fim de encontrar novos inibidores. 
 
Figura 30: Ensaio de TS e atividade do domínio SDO na presença dos ligantes 
análogos de GSH. Em a, efeito no deslocamento do pico de fluorescência da sonda 
em função da temperatura, evidenciando o deslocamento causado pela GSH (em 
azul) em relação ao controle sem proteína (em vermelho) e os ligantes (em preto). 
Em b, ensaio de atividade realizado em oxígrafo com 1 mM de GSH e 300 µM da 
solução de enxofre em acetona (ensaio padrão) com ou sem adição de 1 mM de 






Ensaio de interação proteína-ligante com o domínio SDO e 
peptídeos desenhados com base no modelo estrutural do 
domínio SDO  
 Foram sintetizados peptídeos miméticos da GSH que poderiam 
apresentar maior afinidade pelo sítio ativo do domínio SDO (Tabela 4). 
Esses peptídeos foram gerados por docking molecular pelo pesquisador 
Rodrigo Honorato, do LNBio/CNPEM, adicionando-se um resíduo a mais 
de cada lado do tri-peptídeo central, a fim de tentar aumentar a afinidade 
do ligante pelo sítio ativo da proteína. Esses peptídeos foram utilizados 
como ligantes no ensaio de TS com o domínio SDO (Figura 31). Como 
ocorreu com os análogos de GSH, não houve shift significativo da 
fluorescência (≥ 2°C). Neste ensaio, foram colocadas duas 
concentrações de GSH e o shift variou com o aumento da concentração de GSH 
(Figura 31). O ΔTm entre a amostra sem ligante e com GSH, calculado pelo software 
da Biosciences com base na derivada das curvas de fluorescência, chega a 7°C.  
Apesar do ensaio de TS ser adequado para triagem de inibidores do domínio 
SDO, pode-se observar com estes ensaios preliminares que há a possibilidade de 
perda de informação no processo. Aqui foram testadas moléculas com grandes 
chances de se ligarem ao sítio ativo da enzima uma vez que foram selecionadas 
com base na estrutura do domínio SDO. Portanto, seria necessário ainda testar a 
possível atividade inibitória desses peptídeos miméticos de GSH em ensaios 
realizados em oxígrafo. 
Tabela 4. Peptídeos miméticos de GSH contendo um resíduo a mais de cada 
lado do tri-peptídeo central ‘XCG’ sintetizados pela empresa GENONE e 
usados em ensaios de TS com o domínio SDO de Blh. 
Peptídeo Pureza Escala 
DSCGT 95 % 11 – 14 mg 
EHCGR 95 % 11 – 14 mg 
RTCGR 95 % 11 – 14 mg 
PHCGD 95 % 11 – 14 mg 


















Figura 31: Representação gráfica da variação da intensidade de fluorescência 
à medida que a temperatura aumenta. Pode-se perceber que ocorre um shift na 
temperatura de melting apenas nas amostras com GSH (em vermelho), em relação a 
proteína sem ligante (LS, azul). Os peptídeos testados (em preto) apresentam uma 
tendência à desestabilização do domínio uma vez que as Tms foram menores 












 Os resultados obtidos nesse trabalho, aliados aos dados já publicados pelo 
grupo sobre a função do operon bigR na detoxificação de H2S em fitobactérias, 
permitem tecer as seguintes conclusões: 
 
1- O domínio SDO da proteína Blh é uma dioxigenase de GSSH cuja atividade 
funciona de forma acoplada à atividade sulfotransferase do domínio ST da 
mesma proteína. Este sistema de catálise permite maior eficiência nos 
processos de transferência e oxidação do enxofre entre os componentes da 
reação e regenera GSH no sistema. Além disso, ambas atividades de ST e 
SDO de Blh convergem para a produção de sulfito, que é a forma oxidada do 
enxofre proveniente do H2S. Ao auxiliar na oxidação de H2S, Blh contribui 
para a manutenção do fluxo de oxigênio durante a respiração aeróbica, 
especialmente em condições de hipóxia, situação encontrada por fitobactérias 
no interior dos tecidos da planta. Esta característica é especialmente 
relevante para bactérias como X. fastidiosa que apresentam citocromos c 
oxidases com menor afinidade por oxigênio.  
2- Plantas de citros infectadas com X. fastidiosa estão sob estresse de sulfito, o 
que poderia indicar que o sulfito secretado pela ação do operon bigR estaria 
de certa forma contribuindo para o desenvolvimento dos sintomas da CVC, 
uma vez que sulfito é tóxico e causa clorose em folhas de citros. 
3- H2S e polissulfetos são na verdade os agentes moduladores da proteína 
regulatória BigR, uma vez que induziram a formação da ligação dissulfeto 
envolvendo as cisteínas C42 e C108, levando a inativação do repressor e 
consequente ativação transcricional do operon bigR. 
4- O trabalho respondeu questões centrais sobre a regulação do operon bigR e 
mecanismo de oxidação do H2S em fitobactérias, o que nos permite 
vislumbrar novas estratégias de controle de fitopatógenos, por exemplo, 
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